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PRESENTACION

La presente tesis estd vinculada al tratamiento de la Papilomatosis Bovina en la
produccion ganadera tropical, ya que en la selva peruana la ganaderia es vulnerable a la
propagacion de parasitos y enfermedades emergentes, es asi que la presencia de verrugas se
hace mas recurrente en fundos ganaderos del distrito de Tambopata, regién Madre de Dios.
La Papilomatosis Bovina desarrolla resistencia genéticamente segun al cambio climético y
segun al farmaco que usualmente es utilizado; va cobrando su importancia en climas
tropicales, generando permanecia y agravando su control. Mediante los tratamientos
evaluados en esta investigacion (Autovacunas, Hemovacunas y Clorobutanol), se determiné
la efectividad terapéutica como una alternativa para disminuir la proliferacion de la

Papilomatosis Bovina en los fundos ganaderos del Distrito de Tambopata.

El autor.
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RESUMEN

Con el objetivo de obtener un tratamiento alternativo para la Papilomatosis Bovina en la
provincia de Tambopata — Madre de Dios; se evalu0 la accion terapéutica de tres tratamientos
+ un testigo en el fundo ganadero Virgen de Chapi, ubicado en el km 12 (carretera
interoceanica Puerto Maldonado - Cusco). Se trabajo un lote de 20 bovinos de diferentes
edades, raza, sexo, infectados con Papilomatosis B. Se establecié grupos de 4
conformados en 5 Bovinos asignando un esquema de tratamiento clasificados de la siguiente
forma: Tratamiento I; preparacion y aplicacion de Autovacunas (5 miI/50 kg pv.), Tratamiento
Il; Autohemoterapia (extraccion y aplicacion sanguinea, 5ml/ 50 kg pv), tratamiento IlI;
Clorobutanol (5 ml/50 kg pv), tratamiento IV; testigo (aplicacion de suero fisioldgico). Se
evalué el comportamiento de la efectividad de los tratamientos mediante la pérdida de
papilomas durante los dias 15, 30 y 60. Para comparar la diferencia significativa de los
tratamientos se establecid el disefio completo aleatorio (DCA) utilizando el Analisis de
Varianza méas la prueba de Tukey respectivamente, para determinar y rechazar la hipdtesis
nula se hallo6 mediante la Prueba de Chi Cuadrado. Se evaluo también el analisis
histopatolégico en tejidos con papilomas. Los resultados demostraron una efectividad global
del 97% en el grupo con autovacunas (T1), 92% en el grupo con Clorobutanol (T3), 78 %
en Autohemoterapia (T2), en el testigo (T4) no dieron ningun efecto positivo. Segin los
resultados en el analisis de varianza muestra que hubo diferencia altamente significativa
(p>0.001), y en la prueba Tukey se detalla que los T1 y T3 fueron homogéneos y
tuvieron mayor efectividad que el T2 con diferencias altamente significativas (p>0.001).
Histopatologicamente se observd la proliferacion de células neoplésicas del estrato basal del
epitelio, con nicleos ovales hipercromaticos y citoplasma claro, después de la aplicacion de
los tratamientos en el dia 60; hubo regresion positiva del epitelio de la epidermis en
tratamientos con autovacuna, clorobutanol y Autohemoterapia. Se concluye; las autovacunas y
clorobutanol son tratamientos eficientes, estadisticamente son iguales (P>0.001) y tienen
mayor efectividad que el tratamiento con Hemovacunas. Se recomienda el uso de autovacunas

por el menor costo y mayor efectividad que los otros tratamientos.

Palabras claves: Autovacunas, Efectividad, Hemovacunas, Histopatologia Papilomatosis,



AXTRACT

With the objective of obtaining an alternative treatment for Bovine Papilomatosis in the
province of Tambopata - Madre de Dios, the therapeutic action of three treatments + a control
was evaluated in the Virgen de Chapi cattle ranch, located at Km 12 (Interoceanic Highway
Maldonado Cusco). A batch of 20 cattle of different ages, race, sex, naturally affected with
PAPILOMATOSIS, was established, 4 groups were formed of 5 animals assigned a treatment
scheme classified as follows: Treatment I, preparation and application of Autovaccines (5 ml/
50 kg pv), treatment 11, Autohemotherapy (extraction and blood application, 5ml / 50 kg pv),
Treatment 111, Chlorobutanol (5ml / 50kg pv) IV treatment, control (application of saline
solution). The behavior of the treatments was assessed by measuring the loss of papillomas
during days 15, 30 and 60. To compare the significant differences between the treatments, a
complete randomized design (DCA) was established using the Analysis of Variance and the
test of Tukey, respectively, to determine and reject the null hypothesis was found by mediating
the Chi square test.Histopathological analysis was also evaluated in tissues with papillomas.
The results showed an overall effectiveness of 97% in the autovaccination (T1) group, 92% in
the group with Chlorobutanol (T3), 78% in autohemoterapi (T2), and in the control group
(T4). According to these results in the analysis of variance shows that there were highly
significant differences (p> 0.001), respectively in the Tukey test it was detailed that T1 and T3
were homogeneous and had greater effectiveness than T2 with highly significant differences
(p> 0.001). Histopathologically, the proliferation of neoplastic cells from the epithelium basal
stage was observed, with hypercromative oval nuclei and clear cytoplasm, after the application
of the treatments on day 60, there was positive regression of the epithelium of the epidermis in
autovaccine, chlorobutanol and autohemotherapy. It is concluded that autovaccines and
chlorobutanol are efficient treatments, statistically the same (p> 0.001) and have more
effectiveness than treatment with hemovaccines. The use of autovaccines is recommended for

the lower cost and more effectiveness than other treatments.

Keywords: Autovaccines. Effectiveness, Hemovaccine, Histopathology, Papillomatosis.
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INTRODUCCION

La poblacion total bovina en la selva peruana se concentra en 768, 800 cabezas, que
representa el 14.9 % del total a nivel nacional, (INEI, Censo Nacional Agropecuario 2012).

La poblacion de ganado bovino en la region de Madre de Dios es de 50, 145 cabezas,
representados por 25, 411 de ganados criollos, 9, 172 Gyr/cebuinos, 4, 908 Holsten, 3, 739
Brows Zuis y 6, 725 de otras razas en promedio, (INEI, Censo Nacional Agropecuario 2012).

La ganaderia enfrenta grandes problemas en su desarrollo, siendo los obstaculos mas
agravantes la falta de alimento en la época seca y la incidencia de enfermedades transmisibles
que requieren de una inmediata accién de lucha, ademas existe la necesidad de establecer
medidas restrictivas para evitar la introduccion de otras enfermedades dafiinas para la

economia, (Down N. et al., 2008).

Es frecuente la presencia de la Papilomatosis Bovina en las areas de produccion; esta
enfermedad es causada por un virus fibroepitelial que se caracteriza por alterar la estructura
histologica de la dermis y mucosas, el virus infecta principalmente en las células basales del
epitelio originando neoplasias benignas. Esta patologia ocasiona pérdidas econémicas en la
produccién provocando problema de fertilidad, desarrollo retardado, impide una adecuada
conversion de los alimentos, desvalorizacion del cuero, por consiguiente disminucion en su
valor de venta, (Da Silva L. et al., 2004; Batista P. 2002).

Los ganaderos se ven en la obligacién de practicar métodos empiricos, técnicas que no
tienen éxito para erradicacion de la enfermedad. La atencion desinteresada a la papilomatosis a
generando un gran riesgo en el control, ya que cada vez toma mayor fuerza, que puede llegar a

convertirse en epidemia, (Rodriguez R. et al 2015; Down N. et al., 2008).

Teniendo en cuenta que en la produccion bovina hay presencia de Papilomatosis y existen
propuestas de diferentes autores sobre su tratamiento (Puri O. et al., 2009); La presente
investigacion ha determinado la eficacia de tres tratamientos para el control de la Papilmatosis
Bovina dentro del distrito.



FORMULACION DEL PROBLEMA: "

La Papilomatosis Bovina es una de las enfermedades muy comdn en el trépico, en el Peru
presenta el 16 % de prevalencia, que se incrementa anualmente; preferentemente ataca al
ganado con propdsito lechero los mas susceptibles de las razas son Holstein, Girolando
(Holstein x Gyr). Se observa cuando hay mayores genes de Holstein el problema se
incrementa (Puri O. et al., 2009).

Esta enfermedad afecta por temporadas, cuando esta se presenta se propaga y se disemina
rdpidamente en la comunidad, induciendo a los productores a la utilizacion de métodos
empiricos y en algunos casos se muestra una falta de acciones de manejo, a esto se suma el
poco conocimiento que tienen en relacion a la diseminacion de sintomas y control de la
enfermedad, (Zelaya A. et al., 2007).

Un animal con papilomatosis hace que su crecimiento sea retardado, hay reduccion en el
peso corporal, disminuye la calidad del cuero, hay incremento de estrés y provoca
inmunosupresion por lo que hay tendencia a sufrir otras enfermedades, incluso puede haber

muerte si no son tratados a tiempo, (Montafio P. et al., 2006.

Se reportaron protocolos empiricos para el control y tratamiento de la Papilomatosis en
climas tropicales del pais, compuestos quimicos como el Clorobutanol, Formaldehido,
vinagre, Acido Salicilico, Acido Sulfurico, lejia, Kerosene, Yodo, Cloranfenicol, clorhidrato
de Levamisol, Diaceturato, Diaminazene, o métodos fisicos como quemaduras con fuego, la
extirpacion de verrugas, etc, todos con resultados no eficaces y criticados (Puri O. et al.,
2009).

Son diversos los tratamientos que se practican, pero se reporta que la efectividad resulta
negativo, es mas, la efectividad de los tratamientos tradicionales propuestos no ha sido

estudiado cientificamente (Valencia C. et al., 2013).

Esta falta de efectividad de tratamientos, el productor de bovinos se ve en la obligacion de
sacrificar animales de alto valor genético, levando plenamente a la bisqueda de un protocolo

de tratamiento mas eficiente, (Da Silva L. et al., 2004).

Pregunta: ¢Cual es el protocolo de tratamiento mas eficaz para el control de la Papilomatosis

Bovina en el distrito de Tambopata?
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OBJETIVOS:

Objetivo General:

e Determinar la efectividad de cuatro tratamientos para la Papilomatosis Bovina en el
distrito de Tambopata - Madre de Dios.

Objetivos especificos:
e Evaluar la efectividad de tratamientos con Autovacunas, Hemovacuna, Clorobutanol y
un testigo.

e Comparar la morfologia histopatoldgica de tejidos con Papilomatosis Bovina, antes y
después de la aplicacion de los tratamientos.

e Determinar el analisis economico de los tratamientos utilizados en el presente estudio.

HIPOTESIS PLANTEADA.

Ha= La eficacia depende de los tratamientos utilizados para la Papilomatosis Bovina en el

presente estudio.

Ho= La eficacia es independiente en la Papilomatosis Bovina, no existe efectividad de los

tratamientos utilizados.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO:

1.1. ANTECEDENTES DE ESTUDIOS REALIZADOS:

El virus del papiloma animal fue identificado por primera vez en la década de los afios 30
por Richar Shope. A partir de alli se aislaron y clasificados a nivel molecular 68 tipos del virus
en mamiferos, 3 en reptiles, 3 en aves, en los humanos se identificaron mas de 150 genotipos
(Bernard H. et al., 2010).

La Papilomatosis Bovina se origina por la infestacion del Virus del Papiloma B. (BPV),
que pertenece la familia Papillomaviridae, caracterizada por ser virus desnudos. Se han
descubierto en la orina, semen, leche, sangre. Poseen diversos subtipos virales, reconociéndose
13 tipos hasta el momento. Aunque principalmente se estudiaron 6 en ganado vacuno, algunos
genotipos como el BPV-1 y BPV2 se han asociado al desarrollo de papilomas en cebras,
bufalos, jirafas y yaks. Se han relacionado asimismo con el desarrollo de tumores en tracto
gastrointestinal y cancer de vejiga urinaria en ganado bovino y con sarcoides equinos. Los
Papilomavirus son agentes cosmopolitas y todos presentan las mismas prevalencias (Vasquez
R. etal., 2012).

Los dltimos estudios sobre el virus del papiloma bovino se menciona que tiene un grupo
diverso de ADN y fue encontrado en el semen de toros, gracias a un estudio de diagndstico
con la utilizacion del PCR, mediante la extraccion de muestras en fluidos corporales (Silva M.
etal., 2013).

Estudios realizados en San Martin (Peru) con objetivos de evaluar la efectividad de una
vacuna atenuada a través del virus de la enfermedad de Newcastle cepa La Sota (NDV-LS),
estudiados en 34 vacas criollas en produccion de leche infectados con Papilomatosis,
diagnosticada clinicamente, con crianza semiextensiva en las fincas de Alto Mayo. Resulta
que el tratamiento a través de la vacuna atenuada con virus de la enfermedad de Newcastle

cepa “la Sota”, no fueron eficaz en el control de la Papilomatosis Bovina (Puri O. et al., 2009).

En Nicaragua similar al estudio de Puri, se desarrollé la efectividad de dos tratamientos
terapéuticos en el control de papilomatosis bovina en terneros, Los tratamientos eran con

Autovauna en una dosis de 5 ml via subcutanea con repeticion a los 7 dias y New Castle Cepa
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la Sota con una dosis de 2 ml via subcutanea repetidas a los 7 dias. La recopilacién de datos
fue a base de conteos de papilomas a los 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias post primera aplicacion de
los tratamientos. Se concluye que los dos grupos de tratamientos reaccionaron positivamente
en la pérdida de papilomas demostrando la efectividad de los tratamientos, y al realizar la
prueba de Student no hubo diferencia significativa, esto indica que ambos tratamientos tienen

la misma efectividad en la recuperacion de los animales en estudio (Cerda S. et al 2015).

En Colombia, se realiz6 estudios con el objetivo de determinar la efectividad del arete de
cobre como alternativa frente al control de la Papilomatosis en Bovinos hembras criollas de
doble propésito, con presencia de Papilomatosis. Se compar6 con tratamientos de autovacuna
y diaceturato de Diazoaminodibenzamidina al 7%. Los resultados mostraron eficacia en
tratamientos con el arete de cobre, generarando una reduccion de papilomas; sin embargo, en
el andlisis estadistico no hubo diferencias significativa entre los cuatro tratamientos, (Valencia
C.etal., 2013).

En Nicaragua, se evalud la suministracion de autovacunas, haciendo comparaciones con el
clorobutanol 25 % y la aplicacién de los tratamientos en una sola dosis. Inicio con la
desaparicion de las verrugas a partir del dia 17 en lo adelante, siendo significativo los mayores
efectos de recuperacion en aquellas lesiones de mayor talla. A los 90 dias de haber aplicado
los tratamientos se encontraban todos los animales recuperados, en los efectos no se encontro6
las diferencias significativas. También se concluye que no es necesario repetir la dosis de
autovacuna porgue con una sola dosis realiza el mismo efecto de recuperacién, (Downs N. et
al., 2008).

En Argentina, provincia de Olguin; se realiz6 experimentos en 60 animales mestizos de
Holstein-Cebu, enfermos de Papilomatosis, de ambos sexos y en edades comprendidas entre 8
y 14 meses; se formaron 4 grupos de 10 animales cada uno y se le aplic6 una terapia con
autovacuna en dosis de 10 y 20 ml subcutaneo, con previa estimulacion del sistema inmune
con Levamisol a dos grupos; los restantes animales se le aplicO idéntico esquema de
tratamiento, pero con un Nosodes Homeopatico. Se desarrollo con la finalidad de evaluar su
efectividad de ambas terapias con y sin inmunoestimulante. La autovacuna preparada a partir
de la lesién papilomatosa, con previa estimulacion del sistema inmune, constituye un
tratamiento eficaz para la Papilomatosis Viral Bovina observandose un 85% de

recuperacion, siendo la dosis mas indicada 10 ml, (Zaldivar Q. et al.,, 2014).
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En la provincia de Andrés Ibafiez del departamento de Santa Cruz, en Bolivia: se evalud la
efectividad para el control de la Papilomatosis con los siguientes tratamientos: T I;
autovacunas mas S.R.E. y vit. ADE, T II; tratamiento homeopético més vit. ADE, T IlI;
Clorobutanol més Hemovacuna y vit. ADE, en animales de diferentes razas, sexo, edad
afectados con presencia natural de Papilomatosis, en 48 animales como tamafio de muestra, de
los cuales 19 (39,6%) lograron una recuperacion eficaz. Mostrando diferencias significativas
(P< 0,05) en relacién de animales curados por tratamiento siendo las autovacunas Yy el
clorobutanol, tratamientos mas efectivos. Los terneros (menores a 12 meses) reaccionaron
eficazmente a los tratamientos en comparacion a los animales adultos (mayores a 12 meses),

(Montafio P. et al., 2006).

1.2. CONCEPTOS FUNDAMENTALES:

1.2.1 PAPILOMATOSIS:

1.2.1.1 Definicién: La terminacion de papiloma etimoldgicamente proviene del latin “papila”
que significa pustulas y del sufijo “oma” que significa tumor. La Papilomatosis es una
enfermedad neoplasica benigna, originada por un agente viral con caracteristicas
fibroepiteliales por caracterizarse en alterar la epidermis y mucosas. La infestacion viral se da
principalmente en las células del estrato basal en el epitelio, originando proyecciones

digitiformes microscopicas 0 macroscopicas (Da Silva L. et al., 2004).

La Papilomatosis es una enfermedad infecciosa de especie especifico, por clasificacion
del virus afecta en casi todas las especies, principalmente en los caprinos, equinos, porcinos,
ovinos, aves, etc. Principalmente se caracteriza por la existencia de verrugas en el epitelio
dermico y mucosas, estas pueden estar unidos o agrupados en racimos carnosos Yy
dispercionados. Esta enfermedad no es zoonotica por la especificidad del virus para cada
especie, por ejemplo el hombre puede sufrir de Papilomatosis por el virus del Papilomavirus

Humano, (Cano J. 2002).

1.2.1.2 Etiologia: El virus de la Papilomatosis se denomina Papilomavirus (PV), virus
desnudos de la familia Papillomaviridae es de tipo ADN oncogénicos, que ataca
principalmente al tejido epitelial cutaneo y mucoso, se presenta en casi todas las especies de
mamiferos, aves y reptiles, incluyéndose el Humano. El Papilomavirus interna e ingresa a
través de cortes, abrasiones y lesiones por multiples factores, que origina a la formacion de

neoplasias benignas llamadas comunmente papilomas o verrugas, (Saveira M. 2006).
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Los virus del papilomavirus fueron agrupados originalmente junto a los poliomavirus
perteneciente a la familia Papovaviridae caracterizado por su tamafio pequefio sin envoltura y
con genoma de tipo DNA circular con doble cadena. Se reconoce después que estos grupos de
virus contienen genomas con diferentes tamafios, cosa que las organizaciones gendémicas
fueron totalmente diferentes sin ninguna similitud que tenga importancia en la secuencia de
aminoacidos y nucledtidos. Por ese entonces, el Comité Internacional de Taxonomia Viral, se
pone en acuerdo que el virus de la papilomatosis bovina es clasificada en la actualidad en la
familia de los Papillomaviridae, (De Villiers E. et al., 2004).

Existen mas de 300 tipos de papilomavirus en todas las especies, considerandose 200 tipos
de papilomavirus aproximadamente en los humanos. Pero sin embargo, el virus de los
papilomas tienen organizaciones genéticamente casi similar. Caracterizados principalmente
por el genoma del virus con doble cadena de ADN circular, compuestas por 8 kilobases

aproximadamente dividiéndose en tres regiones (Saveira M. 2006).

El virus del papiloma no es zoonotico, el contagio es especie-especifico en cuestiones
experimentales no infectan a otra especie natural, incluso en bovinos la infeccion se
manifiesta por regiones por el tipo de virus que presenta. Sin embargo la Unica incidencia
reportada de infeccion no especifica en la especie es la infeccion a los equinos y otros por el

Papilomavirus Bovino de tipo BPV-1y raramente el de BPV-2, (Nasir L. et al., 2008).

Caracteristicas virales: La definicion del virus se da por un conjunto de macromoléculas
organicas, actan como organismos Vivos una vez que ingresan a una célula huésped, son
capaces de reproducirse y transmitir sus genes. Tienen la capacidad de evolucionar,
autoreplicarse, modificar su codigo genético, conserva una especificidad para la interaccion en
las células hospedadoras, es asi que experimentan variaciones para su transmision a sus

progenies, (Vargas M. 2002).

El virus contiene sus elementos detallados para preparar su genoma viral especifico y
eficiente, tienen la capacidad de escapar de células infectadas, sobreviviendo la transferencia
hacia un nuevo huésped, se unen, penetran iniciando una nueva etapa de replicacion. Los
virus pueden estar encapsulados armados a manera de una concha, para poder proteger el
ADN viral (Knipe D. et al., 2007).
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La descripcion estructural del virus, poseen mulptiples términos relacionados que sirven
mencionar. La particula viral completa se denomina virion; que contiene protdbmeros o
sudunidades proteicas, correspondientes a unas secuencias polipeptidica. El virion mantiene
unidades de ensamblaje, quiere decir un grupo de protémeros para la formacion de bloques de
ensamblaje mayor denominado “capsémero” donde se define como unidades morfoldgicas
viral ubicandose en la superficie del virus. Por otro lado el capside es la capa proteica externa
que rodea y protege todo genoma viral. Existe virus aun con mayor complejidad presentando
un nucleocéapside correspondiente a uniones de proteinas con DNA que envuelven al genoma.
Existen tambien virion con presencia de una membrana o envoltura, de forma lipidica unidas

a las glicoproteinas que rodean a toda la estructura viral (Vargas M, 2002).

Existen virus que no pueden obtener cubierta, en donde se forma la bicapa de membrana
de lipidos. Aquellos virus que mantienen una sola cubierta lo obtienen al “echar raices”
mediante membranas que es a través de células hospedadoras, donde puede ser el reticulo
endoplasmatico, membrana plasmatica o el aparato de Golgi. Es el ultimo paso en la
formacion de membranas para su ensamblaje del virus de mucha importancia para la salida

del virus de la célula afectada (Knipe D. et al., 2007).

La posible cantidad del cddigo genético que mantiene el virion es limitado por lo cual,
existe una cantidad limitado de proteinas en el virus. Es por la Unica razon que su forma
estructural se transforma por un reducido numero de subunidades proteicas, por ello se
organizan de forma simétrica, utilizando las copias de una misma proteina, o también
proteinas con varias conformaciones, (Vargas M. 2002).

Su envoltura viral se compone de variedades subunidades similares, la interaccion de estas
subunidades son bien especificas y definidas. Toda capa proteica que envuelve al virus se le
define “cépside”, etimoldgicamente del latin capsa, que quiere decir caja; su funcion principal
es de empacar el DNA o ARN de la estructura viral. Gran parte de las proteinas con envoltura
se denominan proteinas de membrana tipo I, porque se compone de un ectodominio, una “cola”
de citoplasma y una hélice alfa transmembrana, El enlace entre la glicoproteina de membrana
y el sitio diana de las sudunidades del matriz se obtiene envolturas especificas para tener que

incorporar las proteinas (Knipe D. et al 2007; Vargas N. 2002).
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Las proteinas que estan en la superficie del virus con envoltura mantienen dos funciones: el
primero es que actlan de receptores en la union, el segundo como receptores también de
fusion. Por otro lado, pueden existir enzimas que destruyen a los receptores que dan facilidad

para liberar los virus de la célula huésped. (Knipe D. et al., 2007).

Pero en los virus sin envoltura o con envoltura, las estructuras méas superficiales juegan un
papel que tienen mayor importancia en cuanto a la estimulacion hacia el sistema
inmunologico. En el lugar mas externo del virus poseen antirreceptores, compuesto por
proteinas encargadas en la union hacia los receptores de membrana celular del huésped
(\Vargas M. 2002).

Ciclo de vida del virus: Resultaba bastante complicado un claro establecimiento del ciclo de
vida del Papilomavirus, por la razén de falta de capacidad en la replicacion de virus en los
cultivos celulares y que inicialmente el estudio podia incluir la descripcion durante la
distribucion de los genes y la reproduccion del genoma en posibles dafios de animales y
humanos. Se consideraban modelos de la fase temprana en la infestacion a células
transformadas en cultivo por los Papilomavirus, y mientras en las estructuras epiteliales y las
verrugas infestadas por el virus se consideran como una fase tardia. (Saveira M. 2006; Garcea
R. 2007).

En la actualidad se practica diversos métodos de cultivos tisular induciendo la linea celular
manteniendo su estabilidad de los plasmidos y el genoma viral, existen modelos para la
induccién a la diferenciacién del epitelio que es necesaria en producir nuevos viriones; es asi
gue mediante esta formula se han podido reproducir viriones in vitro que son auténticos, con

particulas de virion no infecciosas y pseudoviriones y (Garcea R. 2007; Saveira M. 2006).

Se menciona también que se han utilizado genomas de virus del Papiloma Humano con
algunas mutaciones muy especificas a fin de evaluar los productos genéticos del virus durante
el ciclo de vida viral en las células epiteliales. Por otro lado se estudiaron proteinas virales
individuales y genes en ensayos celulares bioquimicos, para el estudio de su transcripcion,

transformacion, replicacion del virus. (Garcea R. 2007).
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El ciclo de vida viral del Papiloma puede desarrollarse durante tres etapas:

1. En la primera etapa inicia con el ingreso del virus y su establecimiento para la
replicacion del gen.

2. En la segunda etapa prosigue su mantenimiento del gen extracromosomal dentro de las
células basales en plena division.

3. La tercera etapa incluye el crecimiento de los genes en células queratinocitos
diferenciados, con expresiones de de genoma tardio y la construccién de viriones
nuevos (Saveira M. 2006).

El ciclo de vida viral estd ligado principalmente a un proceso de diferenciacion en las
células huésped del epitelio. Pero aun no se llega a saber a detalle sobre receptor especifico en
la membrana celular para el ingreso del virus, se sabe que en la unidn del virus, el sulfato de
heparina logra dar facilidad en la entrada. Menciona también la intencién del ingreso inicial
se da en las células basales del tejido epitelial, que se expone a los resultados de heridas

minimizados en los epitelios estratificados facilitando asi la infeccion (Garcea R. 2007).

Después de la union del agente viral hacia el receptor posteriormente la entrada célular, los
virions viajan hacia el nacleo de la celula, para establecer sus genes en diversas y multiples
copias de plasmidos extracromosomales, llegando entre 20 a 100 copias por cada célula basal.
La replicacion del genoma viral sucede durante la fase S del ciclo de la célula, por accion de
proteinas virales denominadas E1 y E2, conjuntamente ayudadas por las proteinas de la

replicacion celular (Garcea R. 2007).

Después de la replicacion el gendmica haya sucedido division celular, producto de estas
una de estas células hijas viaja hacia el tejido basal del epitelio iniciando asi el desarrollo de la
diferenciacion. Tradicionalmente se retiran las células madres (queratinocitos) del ciclo
celular, una vez salido de la capa basal, son degradados los nicleos, en casi todas las células
diferenciadas. Pero sin embargo, las células afectadas con el virus del papiloma sufren un
proceso de diferenciacion, manteniéndose después activas dentro del ciclo celular, luego las
células suprabasales diferenciadas altamente, les permite iniciar nuevamente la fase S y de esta
manera llegar la estimulacién para la replicacién del ADN viral en altos niveles. Para
continuar con el ciclo celular diferenciadas existe la habilidad mediada por una proteina
denominada E7 (Garcea R. 2007).
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Otra determinacidn existente es la multiplicacion y amplificacion de genes del virus en las
células supra-basales del epitelio propiamente diferenciado, coincidiendo con la activacion del
promotor viral tardio que se encarga de codificar el capside viral con proteinas L1y L2, como
mediadores de la funcion E1-E4 y E5. Los nuevos virus o hijos viriones son distribuidos en
células altamente diferenciadas, para ser liberados hacia el medio externo de la célula
huésped, (Garcea R. 2007).

En el proceso de establecimiento de la infeccidn, el capside cumple una funcién de
mucha importancia es el caso del virus que vienen sin envoltura, el acido nucleico viral viene
con un abrigo proteico que lo rodea y es protegido de la degradacion por cualquier factor
externo, esta le permite interactuar con la superficie celular para su interaccion. Después de
infectar al huésped, el virion hace que se elimine el abrigo proteico para asi liberar su genoma
viral, posteriormente iniciar con la transcripcion y replicacion durante el ciclo celular (Saveira
M. 2006).

Segun los estudios realizados se menciona que el virus del papiloma se une hacia receptor
celular del medio superficial gracias a los procedimientos que participan las proteinas L1, L2
actuando como receptores de gran afinidad. Existen estudios donde mencionan que la
infestacion  necesita interacciones  especificas de baja mediada por unién de L1,
posteriormente la interaccion de proteinas aun mas especifica, donde forman parte del L2,
(Saveira M, 2006).

Cabe recalcar que entre los compuestos con mayor afinidad lo posee una particula para la
interaccion del virus, alli se encuentra a los Glusoaminoglicanos o también denominados
compuestos GAG: son compuestos quimicos formados por el sulfato de heparina, heparina,
sulfato de dermatina, sulfato de condroitina; &cido hialuronico y sulfato de queratina. La
importancia de los Glusoaminoglicanos cumplen funciones como receptores celulares de
superficie o en superficies sensibles a la tripsina con el objetivo de permitir la interaccién
entre el capside viral y la célula hospedadora proceso que llegan a unirse para la replicacion,
(Saveira M, 2006).
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1.2.2 PAPILOMATOSIS BOVINA:

Como se mencionaba anteriormente es una enfermedad neoplésica benigna causada por un
agente viral que se manifiesta con la formacion de verrugas sobre la epidermis del bovino,
presenta mayores incidencias en el torax, cuello y cabeza; provocando constantes inquietud en
el animal, impidiendo su adecuada conversion alimenticia, alterando también otras funciones

reproductivas originando alta morbilidad dentro de la poblacion (Batista P, 2002).

La papilomatosis presentan verrugas que crecen lentamente desarrollando formaciones de
nodulos; posteriormente proceden a la aparicion mas rapidamente llegando a tamafios
diferentes considerable que se van queratinisando, cornificando adquiriendo formas similar a
la estructura de un coliflor, pedunculados o como granos de arroz. Estos papilomas
generalmente se ulceran por infecciones secundarias afectando la produccion de carne y leche.
Por otra parte cabe mencionar los animales infectados presentan dificultades en la
comercializacion debido su mal aspecto, deterioro en el cuero para la industria de

marroquineria (Valencia C, et al. 2013).

Esta enfermedad mantiene dificultades variadas en su control gracias a los tipos diferentes
del virus que presenta en los bovinos, de los cuales se han clasificado en seis variedades de
acuerdo a su forma y zona de afeccién: el Tipo 1 y 2 afecta especificamente cabeza, cuello,
mucosa vaginal, pene; el Tipo 3 afecta principalmente en la piel; el Tipo 4 variante que afecta
a las mucosas del tracto digestivo y estd asociado con el consumo de helechos; el Tipo 5
presenta en forma de granos de arroz en pezones y el Tipo 6 muestra una forma aplanada

tambien en los pezones. (Valencia C. et al., 2013).

Por su naturaleza tumoral neoplésica y por su etiologia viral varios autores recomiendan
tratamientos quirdrgicos y la quimioterapia. Los Gltimos conceptos sobre inmunologia tumoral
proporcionan las bases para el establecimiento de una nueva modalidad para el tratamiento

Antitumoral, la inmunoterapia que es la mas reconocida y recomendada, (Zaldivar Q. 2014).

1.2.2.1 Papilomavirus Bovino:

Se han registrado hasta 6 tipos de virus que ocasionan dafios especificos segin a su forma 'y

lugar de afeccion y con histopatoldgias diferentes en el bovino. Son agentes virales especie



especificos, quiere decir que en condiciones experimentales no existe zoonosis 0 contagio
hacia el hombre, pero tal como se mencion0 anteriormente el caso Unico reportado en
contaminacion cruzada a otra especie es la infeccion hacia los caballos u otros équidos con
virus de tipo BVP-1 y BVP-2. Los estudios del virus del papiloma ha permitido detallar a méas
cerca su biologia viral, el proceso en el que se relaciona y se conoce directamente entre la
infeccion a la neoplasia, la interaccion entre el virus - huésped y el medio ambiente, el proceso
de la reaccion inmunolodgica del huésped hacia el virus aunque hay ciertas interrogantes hasta
el momento, el desarrollo de las primeras vacunas frente al agente y su importancia econémica
(Saveira M. 2006).

Como se menciond anteriormente hasta el momento se detectaron seis tipos de
Papilomavirus, los subgrupos A (BVP1, BVP2, BVP5) producen fibropapilomas; mientras
que el subgrupo B (BVP3, BVP4, BVP6) produce verruga epitelial. Los serotipos distintos del
virus mantienen diferentes predilecciones y son especificicos.se caracteriza por la
localizacion, su extension y la duracion de la lesién, estos dependen del serotipo viral en el

que esta involucrado:

Tipo Lugar de afeccion

Se caracteriza por la presencia de fibropapilomas frondosos en el pene y
BVP 1: los pezones y estan en forma de una hoja en la ubre y en la piel.
BVP1y Se caracteriza por la presencia de fibropapilomas en el cuello, espalda,
BVP 2: cabeza y en la parte ventroabdominal del cuerpo

Presencia de fibropapilomas con estructura similar a un coliflor en la
BVP 2: region abdominal y anogenital, tiene relacion con el cancer de vejiga.
BVP 3: Presencia de papilomas cutaneo.
BVP 4.

Presencia de papiloma en el tracto digestivo (es6fago, rumen, reticulo e
intestino delgado). Provoca también papilomas en la cavidad bucal.

Presencia de fibropapilomas similar a los granos de arroz en ubres y
BVP 5: pezones.

BVP 6: Presencia de papilomas frondosos ubres y los pezones en forma de hojas

Cano J., 2002

1.2.2.2 Epidemiologia:

a) Presentacion: La Papilomavirus es un agente cosmopolita, se presenta en todas las
especies animales y en bovinos generalmente en las especies de Boss Taurus (Radostits O.
et al., 2002).
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b) Morbilidad: El problema es variable, puede llegar a promediar 75 % de la poblacién, la
enfermedad puede permanecer afios por la existencia de animales susceptibles al virus,
(Vésquez R. et al., 2012).

c) Periodo de incubacion: En las vacas puede durar de 3 a 8 semanas, en las exposiciones al

medio natural generalmente es mayor los casos (Radostits O. et al., 2002).

d) Origen y transmision de la infeccion: Para que inicie la infestacion del virus se requiere
la presencia de factores como el medio ambiente, la presencia de dafios superficiales en la

piel, mucosas, estrés, etc. (Dirkson G. et al., 2005).

Los bovinos que son afectados de manera subclinica son portadores, asi como animados e
inanimados, estos animales juegan un factor determinante para el contagio hacia animales
sanos. Los medios para el contagio del virus hacia un animal sano influye mucho la falta de
bioseguridad como por ejemplo en las instalaciones, herramientas de la pradera, materiales
zootécnicos, instrumentos no desinfectados correctamente como pinzas, emasculador, vagina
artificial, instrumento de descorne, guantes para palpacion rectal, jeringas, inseminacion
artificial, (Dirkson G. et al., 2005).

La diseminaciéon de la enfermedad es mayor cuando hay situaciones de estrés como
transporte o destete, también cuando existe la propagacién de garrapatas pueden provocar 0
agravar la enfermedad. Se han determinado aunque no cientificamente a los insectos que
propagan e infectan el virus a través de la epidermis, este detalle ain sigue siendo dificultoso
en demostrar cientificamente, sin embargo; se determina la forma como el agente viral se
introduce en grupos aislados de hospedadores. Estos hallazgos muestran una posible forma de
que el virus puede presenciarse de manera latente dentro del organismo del bovino, (Melo C.
et al., 2003).

La determinacion del genoma viral en verrugas, semen, leche de un bovino afectado en la
piel, sangre de un ternero en pleno nacimiento, o en fluidos de la placenta, la sangre periférica
sugiere una muestra de via de difusién a otros organismos, tejidos proporcionando pruebas de

transmision vertical del virus del Papiloma, (Freitas A. et al., 2007).

Se han registrado también presencias de secuencias de ADN del Papilomavirus Bovino en
muestra ovarica, fluidos, uterinas y ovocitos, en vacas decaidas no infestados por

papilomatosis cutanea, también muestra de semen en machos usadas en la Inseminacion
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Artificial. Estas pruebas atentan la posibilidad de transmitir el virus a través de practicas en la
inseminacion artificial, fertilizacién in vitro, transferencia de embriones, (Carvalho C. et al.,
2003).

1.2.2.3 Patogenia:

El proceso patdgeno de la Papilomatosis B. esta directamente relacionada con respuesta
débil en Inmunoldgia. Los dafios Papilomavirus se presenta una ves que el virus ha
infectado al huésped, mediante abrasiones mas heridas enlapiel. EI ingreso del
virus a células epiteliales conlleva ala aparicion de neoplasias, seguida por deformacion
epitelial y queratinizacion. En estos cambios generalmente se presenta entre los 4 a 6

semanas, una vez que inicie la infestacion. Los dafios con neoplasias  iniciales se
menciona como papilomas, condilomas o verrugas; por su naturaleza son benignas, pero se

pueden determinar un desarrollo de hiperplasias, influenciadas  generalmente por
factores ambientales (Freitas A. et al., 2007).

El virus ataca a las células basales, principalmente en los queratocitos, replicando su
genoma en ladminas diferenciadas propiamente granular y espinosa, ocasionando el
crecimiento muy rapido tipico en el desarrollo de verrugas. Los papilomas contienen tejidos
epiteliales y conectivos, esto podria ser un fibropapiloma o papiloma, dependiendo si existe
poca cantidad de tejido conectivo o tambien fibrosos con bajas proporciones de tejidos
epiteliales. Las verrugas se dan como respuesta a una hiperplasia celular sin producir el
antigeno viral. Cabe mencionar que pueden desarrollar una afeccion latente a nivel dérmico y
con linfocitos (Radostits O. et al., 2002).

Los dafos por fibropapilomas se mantienen al menos de 4 a 6 meses antes de que se forme
una regresion espontanea, varias papilomas suelen tener una regresiones simultanea. Todavia
aun no han sido esclarecidas la fase de patrones en el proceso de desarrollo de las verrugas;
pero se menciona en la fase 1, las verrugas se muestran como placas ligeramente elevadas por
consiguiente de 4 semanas la manifestacion viral. Se presentan caracteristicas en la fase 2,
dafos citopatologicas, con el virus en plena replicacion y viriones con agregados cristalinos;
que pudiendose observar a los 8 semanas después del ingreso viral. Los papilomas en la fase
3, tienen particularidades en tener bases en forma pedunculadas y fibrdsadas, con

presencia de duras superficies, fungiformes y lobulares, que a las 12 semanas se aparecen.
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Los niveles de anticuerpos neutralizantes se cree mantener relacion con la proteccion contra

la reinfeccion y la regresion de lesiones (Murphy F. 1999).

Los procesos de transformacion hiperpléasicas y las acciones del virus oncogénico se
expresa virus oncogenes en el interior de las células, estos pertenecen a los procesos de
genomas tempranos, se denominan oncoproteinas y malogran el proceso del ciclo celular, a
través de la interaccion con proteinas p53 y pRb, que determina una anormalidad genética. Se
menciona que el virus no se disemina por sangre por ello no existe viremia; en el ganado sin
embargo se detectaron ADN del Papilomavirus en la sangre periférica en los animales
infectados. En cultivos con linfocitos se observaron anormalidades en los cromosomas, esto es
evidente la presencia de genes virales en las celulas linfocitarias; aunque se han mencionado
que los linfocitos con presencia del genoma viral puede ser el lugar de latencia del
papilomavirus, (Freitas A. et al., 2007; Melo C. et al., 2003).

Aunque el virus del Papiloma Bovino se caracteriza por ser epiteliotropo, se menciona
que se puede encontrar el virus en fluidos corporales como en el plasma, sangre completa,

leche, liquido amnidtico, semen, placenta, calostro(Freitas A. et al., 2007).

1.2.2.4 Patologia Clinica:

Hasta el momento no se ha detectado detalles, cambios especificos al nivel de la quimica
sanguinea o el hemograma, sin embargo el bovino infectado con el virus mantiene menores
nameros de linfocitos CD2 y CD4; y mayores numeros de linfocitos T gama-delta;
principalmente los linfocitos B, que muestran los anticuerpos de IgM, (Radostits O, et al.,
2005).

Es normal y necesario practicar la biopsia, pero tradicionalmente con la observacién de
lesiones clinicas son faciles de detectar la enfermedad. La observacion en microscépica optica
las verrugas muestra la estrucutura epitelial hiperplasica con escasos tejidos dérmicos; sin
embargo en los Fibropapilomas es predominante las estructuras dérmicas. Para realizar la
deteccion el tipo especifico del virion, se utiliza a través de las pruebas seroldgicas e
histopatoldgicas; también se puede practicar tambien la prueba de ELISA, pero mayormente
se recomienda el uso de PCR a través de raspados tisulares y muestras de biopsias (Radostits
O. et al., 2005).
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El contagio del Papilomavirus se da por producir verrugas, y acantosis, hiperplasica

en la lamina espinoso con prominentes granulos de queratohialina en el estrato granular. Tan
bién se pueden presenciar vacuolizacion perinuclear o koilocitosis, principalmente los
nacleos marginados Con forma de una hoz. También se da paraqueratosis hiperqueratosis, en
el epitelio corneo.(Mc Bride A. et al., 2000)

Las lesiones muestra marcadas hiperqueratosis segtin a los analisis histopatoldgico con
proyecciones superficiales con similitud a cuernos, largas y gruesas igual que la forma de
pelo; ademas hiperplasia en la epidermis con zonas de erosion, ulceracion e infiltracion
de neutrofilos. La superficie dérmica de laverruga se observa una infiltracion templada de
Eosindfilos, Neutréfilos con ciertos linfocitos. Los dafios con natural regresion en la
evaluacion histopatoldgico muestra una infiltracion intensa de linfocitos, en el epitelio y en la
dermis del animal (Freitas A. et al., 2007).

1.2.2.4 Diagnostico:

Segun a sus caracteristicas, las verrugas, fibropapilomas cutaneos y mucoso son faciles de
diferenciar y reconocerlos (Dirkson et al., 2005). Pero mediante el uso del microscopio
electronico, se puede observar el virus. También se practica las pruebas de hibridacion y la
utilizacion del PCR para detallar el genoma viral, sin embargo ests practicas de estudio no

corresponde a las pruebas rutinarias de dicha enfermedad. (Radostits O. et al., 2005).

Entre las pruebas méas sugeridas que brindan una informacion aceptable que tienen
importancia en el diagnéstico de la Papilomatosis, las que mas resaltan son la histopatologia a
través de la microscopia electrénica, la inmunohistoquimica para la deteccion del &cido

nucleico del Papilomavirus (Romanos M. et al., 2002).

Se dispone de ensayos de hibridacion y de métodos de PCR para la deteccion del ADN de
los papilomavirus pero no son de uso rutinario. Los aislados viricos se pueden tipificar
mediante la extraccion de su ADN vy el analisis con endonucleasas de restriccion o mediante
Southern blotting. (Quinn, 2005). Mediante la histopatologia en la microscopio se puede
confirmar el diagnostico; pero existe una forma de detectar el virus durante un brote, se

requiere de examenes serologicos como la prueba de ELISA (Campo M. 2006).
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1.2.3 FACTORES DE RIESGO:

1.2.3.1. Edad: En animales jovenes ocurre principalmente lesiones en la cabeza, cuello y
tienen menor inmunocompetencia; se afirma que los animales mayores son menos suceptibles
a la enfermedad esto debido a su inmunidad por contagios adquiridas inaparentes o aparentes
cuando fueron menores de edad. La variedad de dafios y su gravedad son ocasionados por
inmunosupresion, promovidas por el estrés. se sugiere que se pueden determinar una infeccién
latente hay manifestacion clinicamente. Se registraron casos de infecciones congénitas en
equinos como en terneros. La papilomatosis en algunas regiones del tracto gastrointestinal
estan asociados a BPV-4 y en lugares de las glandulas mamarias estos asociados al BPV-5 'y

persisten, estos casos se presencian en diferentes edades (Radostits O. et al, 2002).

1.2.3.2 Parasitos: Las garrapatas cumplen 2 funciones de importancia en el proceso de la
enfermedad: primero, llegan a penetrar la piel creando puntos de ingreso directo en tejidos
cutdneos y asi Ingresar virus para facilitar la infeccién. Segundo, estos parésitos succionan
enormes cantidades de sangre en bovinos afectados secretando compuestos corrosivas que
consus glandulas salivales lesionan la barrera epitelial impidiendo asi la coagulacion,
también posee efecto de inmunosupresion: Disminuyendo todas las producciones de el IL-
6 e IL10 de parte de los Th2;y asi promover lainfestacion del BPV (Salib F. etal.,
2008).

Los parasitos internos como la fasciolas hepéticas y los nematodos gastrointestinales estos
actian como mecanismos inmunosupresores provocando el facil ingreso de la infeccion viral;
hace que disminuya los niveles de Mo, Cu, Zn y Fe, pero mientras la fasciola hepética dafia a
las respuestas del Thl (Farghali H. et al., 2008).

1.2.3.3 Factores inmunosupresores: Estos cumplen una funcion principal en el desarrollo de
la infeccion, incluyendo también la participacion de los parasitos externos e internos. De esta
misma situacion, existe la presencia de sustancias inmunosupresoras de los helechos, por lo

que ayuda a desarrollar el cancer (Salib F. et al 2008).
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1.2.3.4 Factores animales: A pesar que todos los animales son accesibles a poseer el Virus
del Papiloma, esta enfermedad se muestra con méas frecuencia en los équidos y generalmente
en la produccion bovina. Se han reportado en las cabras y ovejas pero con minimas
incidencias. La Papilomatosis es poco comudn en porcinos, afectando principalmente en la
region genital (Radostits O. et al, 2002).

1.2.4 TIPOS DE TRATAMIENTO

Existen multiples protocolos de tratamientos vendidos en el mercado comun, y que estan a
disposicion del productor ganadero, la mayoria de estos productos se han estudiado
empiricamente sin buenos resultados en los fundos ganaderos, (Da Silva L. et al., 2004).

La prevencion y el tratamiento para la Papilomatosis Bovina es dificil de estudiarlo, por lo
gue es autolimitante y su proceso de permanencia es muy variable. Por muchos afios se han
utilizado variedades de protocolos de tratamiento para su control. La preparacion y
vacunacion con proteinas de capsides virales ha sido una de las mas efectivas, pero de forma

especifica osea para un solo tipo de Papilomavirus (Murphy F. 2009).

1.2.4.1 Clorobutanol:

El clorobutanol, un compuesto quimico siendo la base del tratamiento comercial mas
difundido en el mercado actual, no esta muy descritos su mecanismo de accion pero se cree
que actta en el metabolismo del virus de la Papilomatosis, provocando el impidimento en su
crecimiento. El clorobutanol también posee otras funciones como ser un potente antiséptico, y
actuando como anestésico local, lo que hace al producto comercial mas facil en sus
aplicaciones ser indoloro, por lo que hay ventaja de estar exentos de efectos secundarios (Reza
L. 2 008).

Pero se sugiere que la administracion de este producto puede ocasionar irritacion en la zona
administrada, tambien tiene la necesidad de repetir la suministracion cuando hay verrugas
enormes 0 en casos avanzados. Los resultados después de la suministracion es muy variables
(Da Silva L, et al., 2004).
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1.2.4.2 Autohemoterapia:

Una autohemoterapia promueve la estimulacion proteinica inespecifica. Los productos que
hacen la degradacion eritrocitica se conocen tambien por la estimulacién de la eritropoyesis e
incentivar el trabajo del sistema inmune normal, esto permite la manutencion de la
homeostasis. El sistema inmune se estimula y es activado iniciando con la produccion de
anticuerpos contra la Papilomatosis, lo que provoca a la eliminacion de dicha enfermedad, se

considera por ser mas economico (Lobato Z. et al., 2000).

Se ha realisado un estudio practicado en 4 dosis de 20 ml. de hemoglobina (sangre) sin
anticoagulante con intervalos de ocho dias, los resultados lograron una efectividad del 50% de

regresion a su estado normal (Santin A. et al 2004).

1.2.4.3 Autovacunas:

Dentro de la estimulacion inmunologica, son mas recomendadas las vacunas autdégenas o
no autogenas, poseen una efectividad curativa, preventiva, siendo asi una forma de control
hacia la Papilomatosis méas sugerida. En los bovinos, las vacunas autdgenas preparadas a
través de tejidos infectados con papilomatosis suelen ser eficaces en todo el caso, pero
también se comprobd que la suministracion de la vacuna en dosis repetida promueve la
prevencion disminuyendo casos nuevos de Papilomatosis, para el tratamiento en animales

infectados con Papilomatosis es la méas sugerida (Eisa M. et al 2000; Radostits O. et al., 2002).

Las autovacunas poseen ventajas al ser preparadas con el tipo de virus méas especifico
dentro de la Papilomatosis bovina. (Radostits O, et al., 2005). La autovacuna son preparados
inicialmente con tejidos verrugosos de forma homogenea, que se macera, filtra y la
inactivacion con formaldehido. Por los tipos de virus de la Papilomatosis Bovina, se
recomienda ser cuidadosos al seleccionar los tejidos verrugosos para su preparacion. se puede
seleccionar segun tipo de localizacién, composicion histologica o segun al tumor. El tiempo
del desarrollo de la Papilomatosis tiene importancia, los virus siempre se encuentran con
mayor concentracion en tejidos epiteliales de los papilomas mas antiguos que en los mas
nuevos (Radostits O. et al., 2002).

También puede utilizarse diferentes tipos de tejido verrugoso en la autovacuna. Pero suele
suceder la regresion a la Papilomatosis tras la suministracion a un grupo de bovinos con una

solo antidoto preparado a partir de un mismo bovino del grupo, esto a sido presenciada mas
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de un tipo de Papilomavirus en el grupo.

En el preparado de las autovacunas se realiza con la trituracion de la verruga, sumergido en
suero fisiolégico, afiadiendo formol al 0.5%, para inacivar el virus y un poco de amoxicilina
(antibidtico) para contrarrestar otras infecciones bacterianas, las verrugas para el machacado
deben ser de la parte mas deshidratada. Segun algunos estudios este tipo de tratamiento,
muestra un mayor éxito por encima del 90 % (Zelaya A. 2007). Pero segun otras evaluaciones;
para la preparacion de las autovacunas se extraen 5 gr. aproximadamente de papilomas, se
procura tomarlos de la parte periférica de la verruga ya que en los papilomas secos o viejos
poco mas dificil encontrar al virus viable; de la misma forma se prefiere tomar los papilomas
mas rugosos que los lisos, diferentes protocolos aun falta comprobarse por la contradiccion

que existe en el preparado, (Reza L. 2 008).

La vacuna puede administrarse de manera subcutaneas, pero se afirma que los resultados
son mas eficaces cundo la inyeccidn es intramuscular. hay variabilidad en la dosis, pero se
recomienda dos dosis cada 8 dias de intervalo. Los primeros efectos en la curacidén se muestra
en los 18 a 30 dias, los resultados muestran un 80 al 85% de efectividad solo en casos cuando
los papilomas estan en la superficie del cuerpo o en el pene del bovino, pero solo en el 33% de
efectividad cuando las verrugas estan en los pezones. La respuesta es mala cuando las

verrugas estan planas y sésiles, (Radostits O. et al. 2002).

1.2.5 IMPORTANCIA DE LA PAPILOMATOSIS:

Esta enfermedad esta distribuida a nivel mundial, estan en diferentes climas, en todo
los paises del mundo. Pero mayormente se han reportado la enfermedad con mayor incidencia
en territorios tropicales, semidesérticas y selvaticos. Principalmente en épocas secas 0
verano, debido al estrés, la proliferacion de insectos, poca alimentacion,  parasitos

como garrapatas, son factores mas comunes, (Redvet 2010).

En Brasil, las afecciones por la Papilomatosis Bovina se consideran endémicas en la
produccion con bovino de carne como de leche. A pesar de todo ello, la deteccion del tipo del

Papilomavirus Bovino no es muy bien definida (Claus M. et al., 2009).
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Se utilizaron primers especificos en Brasil, para la deteccion del virus, es asi que fueron
descrito el BPV-1 en papilomas de la dermis, el plasma, en sangre periférica del ganado, y
el BPV-2 se ha identificado en vejigas con tumores, sangre, en bovinos con hematuria

enzodtica cronica. (Claus M. et al, 2009).

En cuanto a la edad, la mayor incidencia de la enfermedad se da un 61,5% de los animales
menores a un afo; 23% en animales menores a dos afios y 15,4% en bovinos mayores a los
dos afios edad promedio. EI mayor ingreso de infeccion del virus en animales menores se
asocia con el proceso del desarrollo de su sistema inmunologico y a causa que el pH es mas
alcalino en la dermis, también se relaciona con la susceptibilidad a la infestacion por parasitos
(Salib F. et al., 2008).

La presentacion de lesiones verrugosas en la produccion bovina interfiere diversos
procesos. En los bovinos de raza pura, los dafios afectan en la comercializacion o en la venta a
causa de una apariencia desagradable en el cuero. En animales con dafios mas avanzados poco
a poco van perdiendo su condicion corporal; y los papilomas inducen a ocasionar
traumatismos severos provocando susceptibilidad a agentes bacterianas de tipo secundario.
También suele haber pérdidas considerables en la venta del bovinos para el camal, disminuye

el valor economico de la piel, (Radostits O. et al., 2005).

Otro de los problemas mas recurrentes de la enfermedad es la propagacion de las verrugas
en las ubres y pezones de las vacas en produccion. Este dafio si es especialmente causado
por BPV-6, esto no solo es un problema sanitario sino las consecuencias econémicas son
bastante considerable. Cuando la propagacion de la enfermedad es altamente significativa, las
vacas con papiloma en los pezones no logran poder ordefiarse, los terneros poseen la dificultad
de no poder alimentarse de la madre, las verrugas pedunculados se desprenden
continuamente, provocando una via de infeccion para posteriormente producirse una mastitis,
seguidamente se muestra una alteracion del conducto de las ubres. El productor ganadero se ve
en la obligacion de sacrificar al ganado si la enfermedad no se llega a contrarrestar, (Campo
M. 2006).

Aunque la Papilomatosis no representa pérdidas aceptables en la produccion de carne, es
un problema importante en animales de raza pura, principalmente en las exposiciones. En
paises como USA, si hay presencia de una verruga es descartado y no se le otorga el

certificado sanitario para la integracion en cualquier tipo de exhibicion (Charry J. 2011).
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1.2.6 INMUNIDAD:

La respuesta inmune del ganado hacia el virus del papiloma bovino es sorpresivamente
muy pobre. Los animales pueden presentar tumores muy enormes, produciendo grandes
cantidades activamente de Papilomavirus, pero su respuesta inmune del animal no responde
facilmente a al antigeno del virus del papiloma durante el proceso de infeccioso y el
anticuerpo antiviral es raramente detectado. Estos casos estan cosiderados en todo los tipos de
virus del papiloma que son investigados sin brindar una conclusién exacta, incluyendo el sitio

de infeccidn o el tipo viral de la baja respuesta inmunoldgica (O Brien P. et al., 2002).

En ciertos animales se llegan a observar presencias débiles de respuestas celulares de
linfocitos T y B hacia las proteinas transformante E7 o la capside pero durante las etapas
tardias de la infeccion y pueden que esten asociadas con el rechazo de la Papilomatosis. esta
pobre respuesta inmunologica hacia el virus del papiloma probablemente sea una principal
razon para su persistencia durante la infeccion, incluso en agentes hospederos
inmunocompetentes, las verrugas persisten muchos meses antes de que se produzca la

regresion a su estado normal (Campo M., 2006).

La piel constituye la primera linea de defensa contra muchos invasores, y lleva a cabo esta
funcién de manera muy eficaz. Una manera de lograrlo es mediante un sistema de
atrapamiento local de antigenos, que puede presentar estos ultimos a los linfocitos de un modo
muy eficiente, y que provoca asi una rapida respuesta inmunitaria. El sistema de atrapamiento
de los antigenos de la piel consta de una red de células dendriticas, situadas en la epidermis,
que reciben el nombre de células de Langerhans. Este tipo celular posee antigenos MHC de
clase Il sobre su superficie, y es capaz de presentar antigenos a los cercanos linfocitos T
colaboradores. Los queratinocitos aumentan las actividades de estas células de Langerhans
(Downs N. et al., 2008).

En el rechazo del virus tipo BPV-4, son acumulados enormes cantidades de linfocitos en la
epidermis muy activados en la base de la verruga. Estas celulas linfocitarias CD4+ son de
subtipos predominantes, a ellos lo linfocitos CD8+ y células T yd. L. CD8+ y yd son
predominantes en las células basales y en los queratinocitos (Campo, 1998). El aporte de
subtipos de linfocito individual para que regresiéne de la verruga no fueron establecidos pero
reportaron distribuciones diferenciadas similares de linfocitos CD4+ y CD8+ en papilomas

en genitales con regresiones en humanos y también en los conejos, estas igualdades
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topoldgicas entre los dafios, tiempo y la regresion en los distintos tipos de sistemas de

Papilomatosis se afirma las generalidades en la observacion (Campo M, 2006).

La falta inmunologica en reconocer o detectar al virus infectante es desconocida por el
simple por la razén que el ciclo de vida viral muestra restringido hacia el tejido epitelial,
conjunto al nivel bajo de expresion de las proteinas del virus y por ello también la falta de
procesos de inflamacion. Como resultado del dafio tisular los mediadores inflamatorios se
liberan como provocado por un invasor patdgeno, esto activa a las células presentadoras de
antigenos especializadas locamente tales como las células de Langerhans, permitiéndo los
procesos para preseciar eficazmente al agente extrafio por células T, provocando una
respuesta efectora de linfocitos a través de la expansion linfocitaria especifica para el virus.
Pero los Papilomavirus son no liticos, es decir la infeccion provoca una respuesta nula 0 muy
poca para la inflamacion, esto quiere decir que la sefial puede estar ausente (O'Brien P. et al.,
2002).

El capside del virus son inmunogénicas tal como se demuestran en las investigaciones
autovacunales que ayudan al proceso de desarrollo de anticuerpos neutralizantes, procesos que
son invisibles esencialmente para el virus (O'Brien P. et al., 2002). Esta determinacion esta
afirmada debido a que los animales de campo que presencian tumores con ulceras, irritados,
mantienen altas cantidades de anticuerpos contra el papilomavirus siendo natural obteniendose
respuestas eficientes de anticuerpos para luego inocular intramuscularmente con proteinas
virales o el virus mismo purificado, dando una afirmacion s6lo cuando la verruga este dafiado
se puede llegar a producir anticuerpos, los antigenos del virus entran en contacto con las

células inmunologicas (Campo M,. 2006).

A pesar que las cépsides del virus pueden llegar a ser inalcanzables a las células
inmunitarias, las células con infeccion viral en el estrato basal inferior del epitelio donde hay
expresion de proteinas viral, incluyéndose las proteinas E5, E6 y E7, estos tratan de estar
expuestas a la vigilancia a través de las células efectores antivirales, incluyéndose ademas los
linfocitos T. Las proteinas virales son inmunogénicas cuando estan suministradas a través de
autovacunas, hace que en el proceso de la infeccion, los antigenos no se presentan facilmente
al sistema inmunoldgico, no puede expresar detectables niveles por el sistema inmune. Esto

conlleva a la ineficiente activacion de linfocitos T resultando el desconocimiento
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inmunologico de las células con la infeccion viral del papiloma, (O'Brien P. et al., 2002).

Una de las funciones descubierta recientemente, la proteina E5 del Virus del papiloma
bovino existe negativa regulacion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo | (MHC 1)
(Nasir L. et al., 2008). EI MHC I se responsabiliza de presentar antigenos peptidicos a los
linfocitos T efectoras. Es asi que juega una actividad critica en la respuesta inmunolégica.
Cuando la secuencia pesada del MHC | es disociado con B2microblobulina y péptidos, el
MHC se trasporta del reticulo endoplasmatico mediante el aparato de Golgi hacia las

membranas para ser reconocidas por los linfocitos T (Tizar et al., 2002).

La negativa nivelacion del complejo MHC I por proteinas del Papilomavirus B. ocurre en
maltiples niveles: la trascripcion de los genes en la secuencia pesada del MHC | es muy
reducido, el péptido viene a ser degradado y el MHC | es caoturado a través de las cisternas
del aparato de Golgi impidiendo alcanzar irreversiblemente la superficie de la célula. La
degradacion del complejo en las cisternas del aparato de Golgi es gracias a dos procesos;
primero, es la alcalinizacion producida por proteinas E5 del A. de Golgi, segundo por una
interaccion fisica directa de E5 y moléculas de MHC . Esta intervencion apoya firmemente la
idea de la proteina E5 del Papilomavirus ayuda al proceso de la infeccion eficiente no sélo en
su transformacion celular sino por la negativa regulacién del complejo MHC 1, es asi que
permite una infeccién de la célula alterando la respuestas inmunoldgicas del animal infectado
(Nasir L. et al., 2008).

1.2.6.1 Vacunacion terapéutica y profilactica contra el BPV: El proceso que muestra en la
respuesta inmunologica hacia el virus del Papiloma es pobremente muy reducido, se origina
una respuesta inmunoldgica prolongada y muy pronta cuando los animales son suministrados
con proteinas del virus del papiloma que ha llevado al desarrollo eficiente, exitoso de las
autovacunas. La fase primera de vacunaciones consistié en la aplicacion intramuscular con
virus. Estas vacunas son clasicas porque indujeron fuertemente en producirse anticuerpos que
neutralizan y proteccion completa hacia desafios subsecuentes. Las vacunas sin embargo,
proporcionan proteccion de manera especifica hacia el virus homélogo es por ende que se le
denomina autovacunas. Las vacunaciones profilacticas se han logrado gracias a viriones BPV-
1y con neutralizantes anticuerpos se han producido vacunaciones utilizando proteinas L1 del

BPV-1. después de estos estudios se acogieron a BPV-2 y BPV-4 fueron virus emblematicos
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de la piel y mucosas, debido a que ambos tipos de virus estan involucrados, relacionados en el

cancer (Campo M. 2006).

La suministracion de vacunas preparadas con L2, BPV-4 ayuda a proteger desafios contra
BPV-4. Su inmunologia reducida por L2 de BPV-4 tiene amplia duracion, y los bovinos
administrados son refractarios a un posible segundo desafio de la enfermedad superando mas
de un afio después de la suministracion. La inmunidad es dada por N-terminal de L2. La
respuesta de estos son persistentes en la observacion del N-terminal de L2 y estan expuestos
sobre las superficies del virus BPV- tipo 1, entonces quiere decir que es viable por el sistema
inmunolégico. Se han verificado 3 epitopes de linfocitos B inmune dominantes en la N-
terminal de L2, para dar proteccion total de la infestacion es suficiente sélo con un péptido
con 20 aminodcidos, que corresponden a uno de los epitopes (Campo M. 2006).

En la céapside del papilomavirus las proteinas pueden ensamblarse ellos mismos en
particulas del virus (VLPs) estas cuando se expresan en células eucariotas. La particula Viral
es estructural y los antigenos son muy idénticos al virus, presentando también neutralizantes
epitopes. Las particulas virales del BPV-4 en su composicion como proteinas L1y L2 o con
presencia de una sola proteina L, son autovacunas profilactica bastante eficiente, pero en su
limite como vacuna terapéutica es de menos certeza. Su inmunologia que protege contra el
BPV tipo 4 logra s6lo con la proteina L1 o con L2. Pero, a pesar que la suministracion con L1
0 L2 promueve el desarrollo de anticuerpos que neutralizan, no siempre todos los procesos
neutralizantes virales se desarrollan en la membrana de la célula. EI BPV- tipo 4 se neutraliza
por el suero anti-L2 una vez que ingrese hacia la celula, pero el mecanismo de la
neutralizacion intracelular ain no han sido estudiados. Por ese entender, la L2 del BPV-4
brinda una poderosa autovacuna profilactica, pero no protege contra una supuesta infeccion

pero si contra la Papilomatosis (Campo M. 2006).

Algo muy importante, las vacunaciones de animales menores con proteinas E7 del BPV-4
como se vuelve a recalcar “no previenen la infeccion”. Pero los bovinos inyectados durante el
proceso de desarrollo de la papilomatosis es demasiado lento y el tiempo de duracion es mas
corta que en los bovinos controlados. Los bovinos menores suministrados con la autovacuna,
muestra que las verrugas no alcanzan una etapa final de su proceso y comienza las regresiones
a una temprana etapa. Es asi, las suministracion con proteinas E7 acortan el desarrollo del
papiloma induciendo una temprana regresion. Los terneros vacunados producen tres epitopes

de células B muy dominantes (Campo M. 2006).
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Los animales menores suministrados con proteinas E7 muestran una respuesta hacia 2
epitopes de linfocitos T, no es observado en los bovinos controlados. Es asi, que las células
linfocitarias de animales vacunados proliferan muy rapidamente en proteinas E7, y las células
T de los bovinos controlados se muestran poco y a veces ninguno en su respuesta. Las
verrugas que naturalmente regresionan y estan penetrados por cantidades de linfocitos activos,
sin detallarse a que antigeno viral estd dirigido, la reaccion inmunologica en terneros
suministrados con autovacuna puede ser igual a la que media el desconocimiento de la
verruga. Como para BPV tipo-1, una vacuna con subunidades basadas en proteina L1 del
BPV- tipo 2 induce a la produccion estos anticuerpos que neutralizan que brinda proteccién a
una posible infeccion. En ese entender se pone en concordancia a la forma estructural del virus
del Papiloma Bovino, del cual la L1 se muestra sobre la superficie del virus (Modis Y. et al.,
2002).

La autovacuna de tipo L2 del BPV-2 no protege el desafio del virus, por otro lado induce a
una temprana regresion de papilomas; aun asi los anticuerpos hacia los antigenos virales son
regenerados en los individuos que estuvieron inoculados, ahi no puedes ser neutralizantes. Los
papilomas que regresionan pueden observar cantidades enormes de infiltracién linfocitaria y
presencia de macrofagos, que dan como positivo a una respuesta inmunologica mediada por
linfocitos (Campo M. 2006).

1.27 PREPARACION DE MUESTRAS HISTOLOGICAS PARA EL
DIAGNOSTICO EN MICROSCOPIA OPTICA

Para proceder un analisis histopatoldgico se obtiene a través de tejidos muertos, que se
conserva a través de disoluciones quimicas una vez que se de la extraccion, luego para
proceder diminutos cortes del tejido epitelial verrugoso. El proceso del preparado del corte se
requiere mantener, lo mas posible, la forma de su estructura del tejido, (Charry J. et al., 2011).

1.2.7.1 Fijacién: Es principal objetivo dar lisis las estructuras celulares, asi para mantener el
proceso celular dindmico, se debe realizar con toda la rapidez posible y detallada modificacion
en su estrctura. Este metodo se realiza a través de componentes estructurales insolubilizables
de una célula, con formaciones de lazos atravesados, estabilizando asi proteinas gracias a los

agentes fijadores quimicos. Manteniéndose relacionadas entre estructuras como si fuera una
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estructuras de células vivas, logrando asi presion mecanica, que facilita el proceso a seguir en
la preparacion, de la muestra, (Charry J. et al., 2011).

Entre los fijadores quimicos mas eficaces para la formacién de transversales enlaces

obtenemos el glutaraldehido, tetréxido de osmio, formaldehido, (Charry J. et al., 2011).

La fijacion interrumpe también otros procesos en una celula, como por ejemplo la autolisis
celular, ocasionada por enzimas diferentes; o también como destruye microorganismos
externos que puede destruir la muestra o el tejido. Para extraer una muestra una fijacion se
desarrolla a través de la inmersién con tejidos extraidos en uno de los fijadores. La
recopilacion de la muestra se debe realizar mediante instrumentales quirirgicos para prevenir

dafios mecanicos en el tejido, (Charry J. et al., 2011).

1.2.7.2 Inclusion y corte: Se somete a cortes histoldgicos una vez que el tejido este fijado, los
cortes deben ser delgados cuidadosamente, para permitir la iluminacion con el microscopio. Se
recomienda tener un espesor promedio de 5-10 micrometros, para ello se realiza mediante el

uso de un micrétomo, (Charry J. et al., 2011).

Para la utilizacion del micrétomo y hacer los cortes, la muestra debe se somete a procesos
que pueda adquirir dureza y consistencia; esto se realiza con el uso de soluciones de inclusién,
principalmente el uso de parafina. Antes de desarrollar los procesos de inclusién, deben ser
deshidratados el tejido a través de un proceso de inmersion en soluciones acuosas como el
etanol con crecientes concentraciones hasta poder llegar al anhidrido. En ese entender se llega
a sumergir la muestra a una solucién miscible de etanol y parafina, es decir como el xileno,
proceso en el que se denomina aclaramiento. Una vez realizado el aclaramiento, se afiade a la
muestra en parafina liquida esto para disolverlo el xileno, y poder infiltrar en el tejido. La
parafina al bajar la temperatura, se convierte en estado sélido, formandose en un taco, luego es

sometido a los cortes histolégicos cuidadosamente, (Charry J. et al., 2011).

A pesar de realizar el proceso con bastante exactitud y cuidado, se produce ciertas
modificaciones en el “taco”. Esto sucede porque el xileno y alcohol eliminan grasas, el
proceso de aclaramiento en la inclusion se desactivan enzimas provocando una contraccion
considerable en el tejido. Para ellos existe técnicas de corte por congelamiento esto evita

problemas adversos, (Charry J. et al., 2011).
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1.2.7.3 Método de congelacion-desecacion: La intencion en este método es llegar a una
estructural variacion y la eliminacion quimica sea muy minima, para preservar el desarrollo
enzimética. Con el fin de congelar a mayor rapidez, el tejido se coloca en cdmaras de vacio a
bajas temperaturas y se deshidrata por un proceso de evaporacién lenta del agua, (Charry J. et
al., 2011).

1.2.7.4 Congelacion-sustitucion: Se desarrolla a través de una fijacibn moderada por un
proceso de tratamientos con azucar; proseguida por una rapida congelacion de la muestra, la
deshidratacion se da a -85°C con metanol. Después de la deshidratacion, la muestra es ubicado
en una adecuada inclusion, luego viene la infiltracion mientras se calienta gradualmente hasta
llegar a un promedio de -20°C. posteriormente se llegar a polimerizar a través de la irradiacion
ultravioleta en el medio de la inclusion una vez que esta seca. Se realiza los cortes

cuidadosamente del taco para su observacién en el microscopio. (Charry J. et al., 2011)

1.2.7.5 Coloracién: Mayormente los colorantes para muestras histoldgicos son de soluciones
liquidas, por ello entonces, los cortes con inclusion de parafina tienen que ser desparafinados a
través de la utilizacion del xileno, y rehidratarse con concentraciones minimas de alcohol para
proceder con la tincion. El corte se debe realizar por congelacion después someterse a las

soluciones liquidas. (Charry J. et al., 2011)

Los métodos de tincion mas conocida y comunes son a través del uso de eosina y
hematoxilina que tifien las composiciones nucleares de color azul violaceo, mientras que los
componentes estructurales citoplasmaticos casi todas obtienen tonalidades rosadas. Después
de la coloracién llega la deshidratacion y nuevamente se esclarece la muestra, se afiade aceite

de inmersion para su observacion en el microscopio, (Charry J. et al., 2011).
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

2.1. AMBITO DE ESTUDIO:

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el fundo Virgen de Chapi, ubicado en el
km 12 (carretera interoceanica Puerto Maldonado - Cusco)- distrito y provincia de
Tambopata, departamento de Madre de Dios, a 176 m.s.n.m. Enmarcado entre los 11 02 48
y 13 1924 delatitudsur y 683913 y 721455 longitud oeste (Direccion Nacional de
Demarcacion Territorial, 2010). Los trabajos de laboratorio se realizaron en los de Biologia e
Histologia de la Universidad Nacional Amazoénica de Madre de Dios, y la preparacion de
muestras histologicas para el diagndstico en microscopia éptica se llevo en el laboratorio de

Histopatologia de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.

2.1.1 Descripcion del fundo: Cuenta con 60 hectareas de pastizal para una poblacion de 194
bovinos, zona humeda donde se encuentran principalmente pastos como el brachiaria
(Brachiaria brizanta), y otras variedades en minima cantidad: India (Panicum maximum),
Jaragua (Hyparrhenia rufa), Taiwan (Pennisetum purpureum), Cafia de azlcar (Sacharum
officinarum). Existe un local de ordefio para una capacidad de 20 vacas lecheras, con
instalaciones de cuatro maquinas ordefiadoras con comederos, bebederos y mangas para la
manipulacion del ganado, (anexo 7). La Alimentacion consiste en el suministro de sales

minerales (Mikrofos® Ade), residuos de castafia y el pastoreo tradicional.
2.2. MATERIALES, EQUIPOS:
A: Del Material Biologico:

- Antigenos: Autovacunas preparadas, hemovacuna, clorobutanol 25%.

- Muestras histopatologicas: extraccion de tejidos epiteliales con papilomas antes y

después de la aplicacién de los tratamientos.
B: Del Material Instrumental:
- Reactivos: Formalina, Lidocaina, Suero Fisioldgico, Alcohol.

- Materiales de laboratorio: Centrifuga, Guantes quirargicos descartables, maso,

mortero, vaso precipitado, jeringas de 10ml, papel filtro, agujas estériles N°21 x 1.

- Otros: Sogas, movilidad, mocheta, botas, libreta de apuntes, cAmara digital, etc.
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2.3. METODOLOGIA:

2.3.1 Tamafio de muestra: En el fundo ganadero Virgen de Chapi, distrito y provincia de
Tambopata, cuenta con una poblacién de 194 bovinos, con antecedentes del 16% de

prevalencia de papilomatosis en regiones méas cercanos segun Puri., et al 2009.

Formula del Tamafio de Muestra segun Rojas M., 2010:

o Z?%P N° M
E? N°+M-1
Donde:
N= Tamafio de la muestra. M = Pablacion (194)

Z =1.285 (90 % de confianza)
p = proporcioén de positivos (0,84)

g = proporcion de negativos (0,16)

E = Precision de la estimacion (0,1)

o . 2 . . .
_ 12852 X (0.84) X (0.16) _ 292 — N (22.2)X (194)  _ 20

0.12 22.2+194-1

N

Tamarfio de muestra = 20 bovinos con papilomatosis

2.3.2 Disefio metodologico: Se utilizaron 20 bovinos con Papilomatosis, las distribuciones de

los animales en estudio fueron al azar formando 4 grupos compuestos por 5 animales:

Tabla 1: Distribucion de animales para cada tratamiento

Tratamientos N° de animales
Autovacunas (T1) 5
Hemovacunas(T2) 5
Clorobutanol (T3) 5

Testigo (T4) 5
TOTAL 20

Fuente: Elaboracion Propia
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El trabajo se realizo durante 2 meses y medio, de setiembre a noviembre del afio 2016. Se
efectuaron una ficha clinica de los 20 bovinos que comprendié la identificacion de la edad,
sexo, raza, condicion corporal (Anexol), asimismo se observo la ubicacion y caracterizacion
de verrugas en diferentes regiones del cuerpo del animal como en ubres, abdomen, cabeza,
cuello, etc). Estos datos fueron registrados y evaluados posteriormente. Todos los animales
fueron manejados junto a sus manadas bajo las mismas condiciones alimenticias y sanitarias.
Después de la aplicacion de los tratamientos se hizo un seguimiento y conteo de verrugas en

dias 15, 30, 60 respectivamente por cada animal (Anexo 3).

2.3.3 Toma de muestras para histopatologia:

Se recolectaron muestras de tejido epitelial con papilomas para la evaluacion
histopatoldgico. Se tomaron muestras de cada grupo, no fue necesaria la sedacion, se coloco
en formalina al 10% protegido en envases identificados (anexo 8). Posteriormente fueron
enviados a al laboratorio de Histopalogia Veterinaria de la Universidad Nacional del
Altiplano-Puno; donde se hizo la preparacion de muestras histologicas con tincion de
Hematoxilina-Eosina para el diagnostico en microscopia Optica. La extraccion se realizd dos
veces durante el proceso de la ejecucién; el primero fue antes de la aplicacion de los
tratamientos (dia 0), y el segundo fue al final de la evaluacion (en el dia 60).

2.3.4. Descripcidn de los tratamientos evaluados:

2.3.4.1 Tratamiento | (autovacunas).- Se utilizaron 5 animales a los que se les aplicd
autovacunas con dosis de 10ml x 200 kg /pv. via subcutanea en el dia 0 y repetido a los 8 dias,
(anexol1l). La autovacuna se preparé con papilomas de animales especificos con diferentes
tamafios y localizaciones anatémicas, la cual se extirparon quirirgicamente con ayuda de
pinzas de diseccion dentada y bisturi, se extrajo 5 al0 gr de papilomas por cada animal, (anexo
9).

Debido a la existencia de diferentes serotipos del virus afectando al mismo individuo, se
extrae papilomas de diferentes partes del cuerpo de los animales, para elaborar la autovacuna
se toman papilomas mas antiguos, pues los virus ese encuentran presentes con mayor

concentracion los tejidos epiteliales que en las mas recientes (Radostitis O. et al., 2002).
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Se sumergieron en una suspension de formalina al 10% vy se transport6 al laboratorio de
Biologia UNAMAD donde se dej6 refrigerado durante un dia, posteriormente con un mazo y
mortero de porcelana se hizo la trituracion en particulas diminutas, se le agregd 15 ml de suero
fisiologico; luego se dejaron reposar por 24 horas a temperatura ambiente hasta llegar a la
maceracion, se hizo la filtracion para la centrifugacion en 1000 r.p.m. se extrajo el liquido
sobrenadante en el que se afiadié antibiotico (amoxicilina) para contrarrestar cualquier agente
infeccioso, finalmente se hizo el envasado en recipiente estéril de vidrio transparente en el que

contuvo 10-20 ml, (anexo 10). Esto se realiz6 para cada animal sometido a la autovacuna.

Se ha comprobado que las autovacunas individuo especifica es mas eficaz que especie

especifica porque es producida con una cepa productora de la enfermedad (Puri O. 2009)

2.3.4.2 Tratamiento Il (Hemovacuna): Con una jeringa se extrajo sangre en una dosis de
10 ml x 200 kg /pv. Para cada Animal, la extraccion sanguinea fue de la vena coccigea y/o de
la vena yugular, después de obtener el promedio indicado se le suministro por via
intramuscular al instante (no se utilizaron anticoagulantes), a los 8 dias se realizé el mismo
método, (anexo 12).

2.3.4.3 Tratamiento Il (Clorobutanol 25%): Lo encontramos en tratamientos comerciales,
su composicién es de 25¢g de clorobutanol en 100 ml de excipientes, se administré via sud

cutanea en una dosis de 5 ml x 200 kg/pv. dos veces cada 8 dias, (anexo 13).

2.3.4.4 Tratamiento IV (Testigo): Se le suministro suero fisiolégico en una dosis de 10 ml

por cada animal, dos veces cada 8 dias, (anexo 14).

2.4 EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS TRATAMIENTOS:

2.4.5.1 Recoleccion de datos: La respuesta al tratamiento fue evaluados en los dias 0, 15, 30 y
60 después de la primera inoculacion. La recoleccion de datos se realizo mediante formato de
observacién que se llevd un conteo del nimero total de papilomas en general por cada animal,

lo que permitié definir la efectividad de los tratamientos, (Anexos 3, 4, 5, 6).
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2.4.5.2 Anélisis Estadistico: La determinacién de la efectividad de los tratamientos se hall

mediante la siguiente formula:

Formula para hallar la efectividad del tratamiento Segun Cerda S. et al. 2015.

CPC
E = (==x100)-100
CPI
E :efectividad del tratamiento

CPC : cantidad de papilomas controlados

CPI : cantidad de papilomas iniciales

Para hallar las diferencias significativas del resultado de la efectividad de los tratamientos
se utilizd el ensayo del disefio completamente aleatorio (DCA) en los 0, 15, 30 y 60 dias de

evaluacion.

Formula Estadistica (Castillo C. 2011):
Yij=u+Ti+Ejj,
Donde:

Yij = Observacion correspondiente a la variable dependiente, nimero de verrugas.
K = Media general de las variables evaluadas.
Ti = Efecto del i — ésimo tratamientos.

Eij = Error experimental.

Se realiz6 Analisis de Varianza (ANVA); para evaluar como variables independientes los
tratamientos y la efectividad, cuando se determind diferencia significativa o altamente
significativa se hicieron pruebas de diferencias de medias usando la prueba de Tukey, cuya

férmula es la siguiente:

Formula de la Prueba de Tukey (Morillas A. 2012):

VCME

w = Q5%
Q5% R
Donde:
Q = Valor de la tabla de Tukey 5%
R = NuUmero de repeticiones

CME = Cuadrado medio del error
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Para determinar la hipotesis planteada de nuestro experimento se evalué a través de la prueba
del chi cuadrado.

Formula del Chi cuadrado (Kaps and Lamberson, 2010)

X2=Y" (oi — €i) 2/ei
X? = Es la chi cuadrada calculada
Oij = Es la frecuencia observada en la i-ésima fila, j-ésima columna

€i = Es la frecuencia esperada en la i-ésima fila, j-ésima columna

Para determinar el costo por animal invertidos de cada tratamiento se hall6 mediante la

siguente formula segln Sachs J. 2005.

CU= costo unitario
N°p= ndmero de animales

Ct= precios invertidos



45

CAPITULO Il1
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EFECTIVIDAD DE LOS TRATAMIENTOS EVALUADOS:

La efectividad se define como la capacidad de lograr el resultado deseado o esperado en
condiciones reales de actuacion que difieren de las condiciones Optimas; también manifiesta la

validez de lo real y verdadero (Garcia J. 2011).

Tabla 2:
Presencia de Papilomas en Bovinos sometidos a los Tratamientos.
Numero de papilomas en el dia 0

Tratamientos bovinol bovino2 bovino3 bovino4 bovino5 total papilomas
Autovacuna (T1) 20 15 25 8 10 78
Hemovacuna(T?2) 14 25 16 14 5 74
Clorbutanol (T3) 10 25 14 16 25 90

Testigo (T4) 14 12 25 30 10 91

Grupos homogéneos en un nivel de significancia de p<0.005 Fuente: Elaboracion Propia

En la tabla 2, se presenta los conteos iniciales de papilomas en animales seleccionados
para cada tratamiento. Al ser sometidos al analisis de varianza se obtuvo diferencias entre los
grupos en un niv.el de significacion de P<0.005, en la prueba de Tukey se pudo definir que los
grupos eran homogéneos, siendo objeto de comparacién (anexo 4).

La efectividad de los tratamientos se evalla a partir del dia 15; los resultados se detallan en
la tabla 2. Las Autovacunas (T1) llegan a un 41 % de efectividad, seguidos por el
Clorobutanol (T3) que se obtuvo 37 %; con un nivel de significancia P<0.001, se comprueba
que los tratamientos con Autovacunas y Clorobutanol son estadisticamente iguales y tienen
mayor efectividad que los otros tratamientos (anexo 5). Las Hemovacunas (T2) llegaron a 20
% de efectividad es menor que el T1y T3. Por otro lado, el crecimiento promedio mas bajo es
el testigo (T4)

Tabla 3:
Efectividad de los Tratamientos en el dia 15, en Bovinos con Papilomatosis.
Presencia de papilomas en el dia 15
Tratamientos  bovinol bovino2 bovino3 bovino4 bovino5 total papilomas Efectividad %

Autovacuna (T1) 10 8 15 4 8 45 41%
Hemovacuna (T2) 10 18 10 13 5 56 20%
Clorbutanol (T3) 7 15 7 10 18 57 37%
Testigo (T4) 13 12 25 35 15 100 0%

T1y T3 estadisticamente iguales, tienen > efectividad que el T2 y T4. p<0.001 Fuente: Elaboracion Propia
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El resultado coincide con el estudio de Downs D. et al., 2008; afirma que hay disminucién
de verrugas de forma gradual a partir del dia 17 en tratamientos con autovacunas y

clorobutanol; siendo los mayores efectos de recuperacion en lesiones de mayor tamafio.

Las Autovacunas y el Clorobutanol, siguen su curso como tratamientos de mayor
crecimiento en promedio en los dias 30; los resultados se detallan en la tabla 3. Al ser
sometidos al analisis de varianza se determina que tienen diferencias altamente significativas
(P<001), respectivamente en la prueba de Tukey se comprueba que los T1 y T3 obtienen 64%
y 62%, estadisticamente son iguales y tienen mayor efectividad que los otros tratamientos
(anexo 6). EI T2 obtuvo 47 % y fue menos efectivo que el T1 y T3. Por otro lado el

crecimiento promedio mas bajo es el testigo (T4).

Tabla 4:

Resultados de la Efectividad de los Tratamientos en el dia 30, en Bovinos con
Papilomatosis.

Presencia de papilomas en el dia 30

Tratamientos bovinol bovino2 bovino3 bovino4 bovino5 total papilomas efectividad %
Autovacuna (T1) 6 4 8 3 5 26 64%
Hemovacuna (T2) 8 10 7 9 3 37 47%
Clorbutanol (T3) 3 10 3 7 13 36 62%
Testigo (T4) 13 11 29 34 14 101 0%

T1, T3 iguales estadisticamente, con > efectividad que los T2 y T4, p<0.001 Fuente: Elaboracion propia

Las autovacunas son de mayor efectividad, coincidiendo asi con los estudios de Cerda S. et
al. 2015, donde afirma que la pérdida de papilomas con tratamientos a través de autovacunas

fue positiva durante el dia 28 de evaluacion, obteniendo 29 % de efectividad.

La evaluacion del dia 60 se detalla en la tabla 4, Se determina mediante el Anélisis de
Varianza las diferencias altamente significativas (p<0.001), respectivamente al ser
comparados en la prueba de Tukey, las Autovacunas y Clorobutanol obtienen 97% y 92%
respectivamente estadisticamente son iguales y tienen mayor efectividad que los otros
tratamientos (anexo7). Las Hemovacunas obtuvieron 78% de efectividad muy inferior al T1y

el T3, mientras que el testigo (T4) se mantiene sin efectividad.

Segun la clasificacion de Satin A. et al., 2004; se define que el T1 y el T3 son tratamientos
eficaces; por superar el 85 % de efectividad. Mientras que el T2 por superar el 65 % de
efectividad se considera respuesta buena. EI T4 (testigo) por no tener efectividad se considera
ineficaz.
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Tabla 5:

Resultados de la Efectividad de os Tratamientos en el dia 60, en Bovinos con
Papilomatosis.

Presencia de papilomas en el dia 60
Tratamiento  bovinol bovino2 bovino3 bovino 4 bovino5  total papilomas efectividad %

Autovacuna (T1) 1 0 4 0 0 5 96%
Hemovacuna (T2) 6 3 2 2 1 14 80%
Clorbutanol (T3) 0 4 0 3 4 11 90%
Testigo (T4) 14 14 32 37 20 117 0%

T1y T3 iguales estadisticamente, tienen > efectividad que el T2 y T4, p<0.001 Fuente: Elaboracion propia

Segun los resultados, las autovacuna y clorobutanol son estadisticamente iguales en un
nivel de significancia del P<0.001 y tienen una efectividad por encima de los 84%;
Coincidiendo asi con el estudio de Zaldivar, et al 2014; donde evalta la eficacia de las
autovacunas con determinacion de la dosis; concluye que la autovacuna preparada a partir de
la lesion papilomatosa, constituye un tratamiento eficaz observandose un 85 % de
recuperacion, siendo la dosis méas indicada en 10 ml. Rodriguez R. et al., 2015; realiza un
estudio similar sobre el control de la papilomatosis bovina; y concluye que el tratamiento con
autovacunas + ivermectina (como inmunoestimulante), constituye un control eficaz, dando
como resultado un 89 % de efectvidad. Montafio P, et al., 2006; concluye también que la
efectividad porcentual de cuatro tratamientos evaluados; fueron el esquema de atomo
papilomatosis (Autovacuna) y el de clorobutanol + hemoterapia, los mas efectivos. Nuestros
resultados no coinciden con los obtenidos por Pefia et al 2005, donde los animales se
recuperaron a los 40 dias de haber aplicado el tratamiento. En los estudios de Downs D. et al.,
2008, a los 90 dias de evaluacion post tratamiento los animales se encontraban al 100%
curados y que no existian diferencias significativas entre tratamientos con autovacunas y el
clorobutanol. Nuestro experimento duro 60 dias, pero si la evaluacién hubiera sido
programada a 90 dias; los resultados serian similares a Downs, esto por la descendencia del

namero de papilomas respecto a mayor tiempo.

Se considera que el tratamiento con Hemovacuna son los que menor eficacia se obtuvieron,
coincidiendo asi con el estudio de Satin A. y Brito L. 2004; donde logro una eficacia de solo el
50% en la aplicacion de sangre sin anticoagulante. Segun la definicion de Delgado A. 2003,
La hemovacuna que es obtenida sangre de la vena, y aplicada intramuscularmente, es
metabolizada y tomada por las células encargadas de la fagocitosis, de manera que se inicia

una respuesta inmune, que es apoyada por los metabolitos de la sangre, por eso que algunas
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verrugas caen. Segun Charry J. et al., 2011, la utilizacion de la hemoterapia muestra como un
tratamiento tradicional y los resultados no es efectiva, pues las lesiones no llegan a
desaparecer. Ademas, menciona que hay estudios en los que se ha detectado ADN viral a nivel
de sangre, lo que significa, que este método es méas bien un modo de transmision de la
enfermedad y de otras enfermedades, por otro lado, cabe sefialar que la hemovacuna es
especifica; pues alli no existe el riesgo de transmision a otros animales. Muchos de las
propiedades ganaderas en la provincia de Tambopata acostumbran este método, por la razon

de que el costo es muy reducido.

Haciendo un anélisis entre estos, la efectividad del tratamiento puede depender de factores
internos como el nivel de inmunidad, edad, enfermedades secundarias, entre otros y factores
externos como clima, alimentacion, manejo, dosis. La variabilidad de resultados comparando
con otros estudios, indican que el tratamiento efectivo contra la papilomatosis bovina es
relativa, por el hecho de ser enfermedad con agentes multiples etioldgicos, es poco conocida
especificidad, es asi que la papilomatosis bovina se han identificado hasta 6 tipos de virus:
virus d(VPB-1), (VPB-2) y (VPB5) que principalmente causan fibropapilomas y (VPB-3),
(VPB-4) y (VPB-6) que producen enormes papilomas en el epitelio estratificado. Estos
diferentes tipos de virus presentan especificidad o predileccion por una su forma o
determinada localizacion corporal , por ello merecen realizarse tratamientos especificos. Pues
resultados antagénicos de variabilidades de estudios sobre su tratamiento con Autovacuna, se
puede haber dado por las condiciones diferentes de manejo, sanidad y alimentacion de los
animales, ya que factores como la nutricion, estres o la presencia de parasitos exteros e

internos entre otros, pueden influir en la respuesta inmune del bovino.

Se observaron bovinos con presencia de papilomatosis eran tambien infestados en su gran
mayoria por garrapatas. Puri O. 2009, menciona que la diseminacion de la papilomatosis
bovina es mucho mayor en fundos donde existe mucha exposicién a las garrapatas, esto llama
la atencidn por lo que demuestra una cierta relacién aun no sugerida ientificamente, es parte

de la premisa. EI Boophilus microplus, es la garrapata mas relevante en nuestra Amazonia.
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Comportamiento de la Efectividad de los Tratamientos en Relacion al Tiempo.

.1‘ ~ % 97%
o Autovacunas
Clorobutanol
92%

80 % Hemoterapia
78%
60 %
a0%
20%
2 0
U - # Testigo
dia C dia 15 dia 30 dia 60
e A UTOVECUNS [T1) e Hemowacuna (T2)
Clorobutanol (T3) g Testgo (t4)
Figura N° 1 Fuente: Elaboracion Propia

En la Figura 1, representa el comportamiento positivo de la efectividad de los tratamientos
a medida que avanza el tiempo, los porcentajes de los tres tratamiento evaluados difirieron
significativamente (p<0.001): donde se muestra un comportamiento positivo en el T1, T2 y
T3, lo que explica que a medida que disminuye la cantidad de papilomas en los animales,
aumenta la efectividad de los tratamientos. En el T4 (testigo) se observa que no hubo
efectividad positiva en todo el tiempo de estudio; demostrando que la regresion al estado
normal del animal (animales curados), depende de los T1, T2, T3. El estudio coincide con lo
reportado por Downs D. et al., 2008 y Cerda S. et al. 2015 quienes obtuvieron un
comportamiento descendente en el nimero de papilomas con respecto al tiempo. No se pudo
observar ningun signo colateral clinico por efecto de la aplicacion de los tratamientos durante

todo el tiempo de estudio, coincidiendo asi con los estudios de Rodriguez R. et al., 2015.

Tabla 6:

Resultado de animales tratados segun el nivel de Efectividad
Tratamiento ineficaz regular bueno eficaz total animales
Autovacuna (T1) 0 0 1 4 5
Hemovacuna (T2) 0 1 1 3 5
Clorbutanol (T3) 0 1 2 2 5
Testigo (T4) 5 0 0 0 5

Total animales 5 2 4 9 20

Segun la clasificacion de Satin A. et al 2004 Fuente: Elaboracién Propia
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La clasificacion respecto a la efectividad segun Satin A. et al., 2004, se detalla en la tabla
5. De 5 animales sometidos al tratamiento con Autovacunas; 4 llegaron a curarse eficazmente
esto indica que tiene mayor nimero de animales curados respecto a los otros tratamientos. Los
tratamientos sometidos con Hemovacunas; 3 llegaron a curarse eficazmente, los dos restantes
tuvieron buena y regular efectividad terapéutica. Los tratamientos sometidos con clorobutanol;
2 llegaron a curarse eficazmente, 2 tuvieron buena efectividad y solo 1 tuvo de regular
efectividad. Mientras que en el T4 (testigo) los 5 animales obtuvieron resultados ineficaces;
indicando que no hubo respuesta al tratamiento.

La determinacion de la hipotesis se realiza mediante la clasificacion de la efectividad de los
tratamientos de la Tabla 5, con el fin de validar nuestra hip6tesis planteada que se determina a
través de la evaluacion del Chi cuadrado respectivamente.

Tabla 7:
Determinacién de la Hipdtesis Planteada.
Valor Grado de Libertad x2 cal # x2 tab.
Chi cuadrado de Pearson 22.89 22.89 > 21.66
N° de casos validos 20 9
x2 Calculado es mayor que x2 tabulado. P<0.001. Fuente: Elaboracion Propia
En el analisis del valor experimental el resultado se expresa en 22.89, supera al valor

critico de la tabla del chi cuadrado donde representa el valor de 21.6 con un grado de libertad
de 9 en un nivel de significancia de P<0.001. Lo que explica que rechazamos la hipotesis nula
y se acepta nuestra hipétesis planteada bajo el mismo nivel de significacion. Quiere decir que
la eficacia en el control de la papilomatosis bovina depende de los tratamientos utilizados en

nuestro estudio.
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3.2 EVALUACION HISTOPATOLOGICA EN LA EFECTIVIDAD DE LOS
TRATAMIENTOS.

Las imagenes que se presenta a continuacion fueron captadas de laminas histopatol6gicas
elaborados en el laboratorio de Histologia de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno,
estas laminas fueron elaborados atreves de las muestras extraidas de tejidos epiteliales con
papilomas de animales que fueron sometidos al estudio durante dos periodos; la primera
muestra fue extraida antes de la aplicacion de los tratamientos (dia 0) y la segunda muestra fue
en el dia 60 después de la aplicacion de los tratamientos.

3.2.1 Evaluacion Histopatoldgica del Tratamiento | (autovacunas):

La presentacion de la Figura 2 (del grupo de tratamientos con autovacunas), muestra el
tejido epitelial de un bovino de raza criolla, hembra con edad de 14 meses. La extraccion del
tejido fue de la regidon cervical con presencia de papilomas, la recoleccion de muestras se hizo

ante de la aplicacion del tratamiento.

Vista de un Epitelio Plano Estratificado con presencia de Células Neoplasicas, observado
en el Microscopio a un aumento de 40x.

Neoplasia

Figura N° 2. Fuente: Elaboracién Propia
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En la parte superior muestra células neoplésicas de papilomas que cubre toda la capa
estructural del epitelio. Se aprecia la proliferacion de células del estrato basal espinoso y
granular con nuacleos ovales hipercromaticos, con presencia de células de degeneracion

balanoide hinchadas, con el citoplasma claro.

La presentacion de la Figura 3; muestra el tejido epitelial del mismo bovino de la imagen 1,
la extraccion del tejido fue de la region cervical en el punto donde hubo desaparicion de
papilomas durante el dia 60 de evaluacion.

Vista de un Epitelio Estratificado Escamoso Queratinisado, observado en el microscopio
a un aumento de 40x.

Figura N° 3. Fuente: Elaboracion Propia

En la Figura se Aprecia  un epitelio estratificado escamoso queratinizado, caracteristico
de una epidermis casi normal, comparando con la imagen 1se puede observar la desaparicion
de células neoplésicas. Se afirma que la efectividad del tratamiento con autovacunas es
positiva.

Se define que la respuesta inmune hacia la infeccion por Virus del Papiloma Bovino es
pobre, por lo que produce una respuesta inmunoldgica prolongada y muy pronta cuando los
bovinos son inmuniados con proteinas virales del Papiloma Bovino, conllevando al
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un desarrollo exitoso de las vacunas antipapilomatosas, las autovacunas ocasionalmente ayuda
en la produccion de anticuerpos que llegan a neutralizar al virus y brinda tambien una
completa proteccion contra desafios subsecuente. Sin embargo, estas autovacunas confieren
proteccion de manera especifica sélo contra el virus del mismo hospedero (Campo M., 2006).

3.2.2 Evaluacion Histopatologica del Tratamiento 11 (Hemovacuna):

La presentacion de la Figura 4 (del grupo de tratamientos con Hemovacunas), muestra un
tejido de la epidermis con presencia de papilomas, de un bovino de raza criollo, macho de 14
meses de edad. La extraccion del tejido fue de la region cervical antes de la aplicacion del

tratamiento con Hemovacuna.

Vista de un Epitelio Plano Estratificado con presencia de Células Neoplasicas, observado

en el Microscopio a un aumento de 10x

Figura N° 4. ~ Fuente: Elaboracion Propia

Similar a la Figura 2; la parte superior muestra células neoplasicas de papilomas cubriendo
la capa estructural de la dermis que se encuentra en la parte inferior, existe la proliferacion de
células del estrato basal, con nucleos ovales hipercrométicos, presencia de células con
degeneracion bala- noide hinchadas y el citoplasma claro, se muestran de manera

seudoestratificadas. La presentacion de la imagen 4 muestra el tejido epitelial del mismo
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bovino de la imagen 1, la extraccion del tejido fue de la region cervical en el punto donde hu-
bo desaparicion de papilomas en el dia 60.

Vista de un Epitelio Estratificado Escamoso Queratinizados, observado en el
Microscopio a un aumento de 40x.

Figura N° 5. Fuente: Elaboracion Propia

Similar a la Figura 3, muestra un epitelio estratificado escamoso queratinizado, se puede
observar la desaparicion de células neoplasicas de papilomatosis. Se afirma que la efectividad
del tratamiento con hemovacunas es positiva. Una autohemoterapia promueve estimulos
proteicos de manera inespecifico. Los productos que promueven la degradacion eritrocitica
son bien conocidos por brindar estimulos en la eritropoyesis y el sistema inmune normal,
permitiendo asi la manutencién de la homeostasis. El sistema inmunolégico es activado
comenzando en producir anticuerpos contra el virus del papiloma, lo que lleva a la eliminacion

prolongada de la enfermedad, (Lobato Z y Birgel J, 2000).

3.2.3 Evaluacion Histopatoldgica del Tratamiento 11 (Clorobutanol):

La presentacion de la Figura 6, (para el grupo de tratamientos con clorobutanol), muestra el
tejido de la epidermis de un bovino con presencia de papilomas, el animal es de raza Holstein,
hembra de 20 meses de edad. La extraccion del tejido fue de la region cervical antes de la
aplicacion del tratamiento.
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Vista de un Epitelio Plano Estratificado con presencia de Células Neoplasica, observado
en el Microscopio a un aumento de 10x.

Figura N° 6. Fuente: Elaboracion Propia

En la parte superior de la figura 6 se muestra células neoplasicas de papilomas cubriendo la
capa estructural del epitelio. Existe la proliferacion de células del estrato basal, espinoso y
granular con nucleos ovales hipercromaticos y la presencia de los citoplasmas de una

coloracion clara.

La presentacion de la Figura 7 muestra el tejido epitelial del mismo bovino de la Figura 6,
la extraccion del tejido fue de la region cervical en el dia 60 después de la aplicacion del
tratamiento con clorobutanol. En la Figura se aprecia un epitelio estratificado escamoso
queratinizado, donde aln hay presencia de células neoplésicas de papilomatosis, existe una
regeneracion parcial del tejido al estado normal. Se afirma que la efectividad del tratamiento
con Clorobutanol 25%; es positiva.

El clorobutanol, que es la base del producto comercial mas difundido en el mercado por su
efectividad, actua principalmente en el metabolismo del virus del Papilomatosis impidiendo su
desarrollo y multiplicacién del virus, (Iglesias A., 2004).
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Vista de un Epitelio Estratificado Escamoso Queratinizado, observado en el Microscopio
a un aumento de 40x

Figura N° 7. Fuente: Elaboracion Propia

Los resultados del estudio histopatolégico del papiloma indican que el crecimiento tumoral
observado es compatible con una infeccion por Papilomavirus. La presencia de células del
estrato basal, espinoso y granular con las caracteristicas descritas y la presencia de fibroplasia
severa difusa indican que el tumor fue de origen viral compatible con Papilomavirus (Araldi
R.etal., 2014).

En la revision histoldgica se aprecid la proliferacion de células del estrato basal, similar al
estudio de Rodriguez R. et al., 2015; donde menciona que la proliferacion de celulas
neoplasicas inicia en el estrato basal de la epidermis, con caracteristicas de nucleos ovales
hipercromaticos y nucléolos prominente, donde hay presencia de células con degeneracion
balanoide hinchadas, con citoplasma claro, el ntcleo desplazado a la periferia y la presencia de
un halo claro perinuclear, dichas células se encontraban en cantidad importante con un patron
pseudopapilar exofitico, similares a las imagenes evaluadas. Segun Megias M. et al 2016; El
epitelio estratificado escamoso queratinizado o el epitelio estratificado plano queratinizado es
muy caracteristico de la epidermis de todos los vertebrados terrestres, El estrato germinativo o
estrato basal estd formado sola por una capa de células que descansan sobre la lamina basal.
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En dicha capa estan cubiertas por células madre epiteliales que por division y
diferenciacion daran origen a los queratinocitos dentro de las capas superiores, algo muy

particular donde se aprecia en nuestras imagenes a los 60 dias de evaluacion.

3.3. RESULTADO DE COSTOS:

Costo Unitario de los Tratamientos para la Papilomatosis Bovina.

costounitario/tratamiento

45
S/ 40

r -

40
S/ 36

30

S/27
25

20
15

10

Hemovacuna Autovacuna Clorobutanol

Figura N° 8. Fuente: Elaboracion Propia

Se considera gasto invertido por un animal en cada tratamiento durante la ejecucion, el
tratamiento que género menor gasto fueron las hemovacunas resultando un gasto de S/. 27
soles por animal, seguido de la autovacuna que genero un gasto de S/. 36 soles, el de mayor
costo fueron el tratamiento con clorobutanol (Tratamiento comercial) generando un gasto de
S/. 40 soles por animal. El tratamiento econdmico en relacion a menor costo y mayor
efectivadad se encuentra en las autovacunas, coincidiendo asi con los estudios de Montafio P,
et al., 2006.
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CONCLUSIONES

Las Autovacunas y el Clorobutanol son tratamientos con mayor efectividad,
resultando 97% y 92 % respectivamente, estadisticamente no tienen  diferencias
significativas (P<0.001).

Las Hemovacuna tiene menor eficacia que las autovacunas y el clorobutanol,

resultando 87% de efectividad, con diferencias altamente significativas (P <0.001).

La regresion histolégica a su estado normal en tejidos neoplasicos con papilomatosis;
fueron positivos en los tratamientos con Autovacunas, Clorobutanol y Hemovacuna en

el dia 60 de evaluacion

El tratamiento econémico en relacion a menor costo y mayor eficacia se encuentra en
las autovacunas.
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RECOMENDACIONES

Realizar tratamientos con autovacuna, en dosis de 10ml x 200 kg /pv. 2 veces cada 8
dias, como alternativa de diseminacion de la papilomatosis bovina en el distrito de

Tambopata.

Las autovacunas son individuo especifico, quiere decir que el preparado es en base del

mismo animal con papilomatosis.

Se recomienda realizar estudios epidemiolégicos de la papilomatosis bovina, para

poder establecer normas mas adecuadas en el control de la enfermedad.

Se debe realizar estudios sobre la relacion entre garrapatas y papilomatosis, debido a
que en la mayoria de animales con papilomas se encontraban parasitados con

garrapatas.
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Anexo 1: Ficha de Identificacion de los animales estudiados en el Fundo Virgen de Chapi:

edad |Cond. | zona de afeccion observaciones
N°| raza sexo | (meses)|Corp.| por papilomas |tratamiento clinicas
1 | Brown Zuis| hembra| 8 3 [cuello, orejas Autovacunaas (T1) |P. garrapatas
2 | Criollo hembra | 24 4 | cuello, cabeza Autovacunaas (T1)
3 [Criollo hembra | 14 4 | cabeza Autovacunaas (T1) | diarreas
4 | Holstein hembra 6 3 [cuello, orejas Autovacunaas (T1) |.P. garrapatas
5 | Criollo macho 6 3 [cuello, cabeza Autovacunaas (T1) | P. garrapatas
6 | Brown Zuis| hembra 4 |[cuello Hemoterapia (T2)
7 | Criollo macho 3 [cuello, torax Hemoterapia (T2) |P. garrapatas
8 | Holstein hembra | 18 3 [cabeza Hemoterapia (T2)
9 | Criollo hembra 5 3 [cuello, cabeza Hemoterapia (T2) |P. garrapatas
10{ Criollo macho 24 4 |[cuello Hemoterapia (T2) |P. garrapatas
11| Criollo hembra | 14 3 |cabeza Clorobutanol (T3) |P. garrapatas
12| Holstein hembra | 12 3 [cervical, orejas | Clorobutanol (T3)
13| Criollo macho 3 [cervical, cabeza |[Clorobutanol (T3) |P. garrapatas
14| Criollo macho 2 | cervical Clorobutanol (T3)
15[ Holstein hembra | 20 3 |oreja, cuello, ubre [ Clorobutanol (T3) |P. garrapatas
16| Criollo hembra | 24 3 [cervical Testigo (T4) P. garrapatas
17| Brown Zuis| macho 11 3 |cabeza, oreja Testigo (T4)
18| Gyrholando| macho 3 3 [cervical, orejas | Testigo (T4)
19{ Criollo hembra | 10 3 [cabeza Testigo (T4) P. garrapatas
20| Criollo hembra 8 3 [cervical, cabeza |Testigo (T4)
Tabla N° 8. Fuente: Elaboracion Propia

La seleccion se realiz6 de manera aleatoria en animales infectados con Papilomatosis
Bovina, la identificacién consistié en considerar un nimero que sirvié como un codigo
(debido a que no poseian identificacion).
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Anexo 2: Encuesta realizada al Fundo Virgen de Chapi.

Encuestas Sobre Papilomatosis. Bovina

‘2./Tiene actualmente animales que presentan la enfermedad
S x NO___ NOSABE

Figura N° 9. Fuente: Elaboracién Propia
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Anexo 3: Formato del conteo general de papilomas en cada tratamiento

Evaluacion Tratamiento | (Autovacuna s)

N° | udentificacion Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Observaciones
N°|% | N°|] % |[N°|] % |N°| %
1 d 20 0 10 50 6 30 2 10
2 2 15| 0| 8| 3| 4| 27| 0| O
3 3 25 0 15 60 8 32 i § 4
4 4 8 0 4 50 3 38 0 0
S 5 10 0 8 80 S 50 0 0
Total 78 (0% | 45 |41%| 27 |65% | 3 |96%
Evaluacion Tratamiento Il (Hemovacun a)
N° | identificacion Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60 observaciones
N° | % |N°| % | N°| % |[N°| %
1 14 0| 10 71 8 57 3| 21
2 25 0| 18 72 | 10 40 51 20
3 16 01| 10 63 7 4 | 4| 25
4 14 0| 13 93 64 3| 23
5 5 0 5 | 100 60 1] 20
Total 74 0% | 56 |20% | 37 |47% | 16 | 80%
Evaluacion Tratamiento Il (clorobutan ol)
N° | identificacion Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60 observaciones
N°e| % [ N°| % | N°| % |[N°| %
| 10 0 & 70 3 30 0 0
2 25 0 15 60 10 40 4 16
3 14 0 7 50 21 1 7
4 16 0 10 63 44 2 13
S 25 0 18 72 13 52 1 4
Total 9 |0% | 57 |37% | 36 |63%| 8 |90%
Evaluacion Tratamiento [V (Testigo)
N° | dentificacion Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60 observaciones
N°| % | N°| % |N°| % |[N°| %
1 14 0 13 | 93 | 13 | 93 | 14 | 100 Incremento N°¢ papilomas
2 12 0 12 | 100 | 11 | 92 | 14 | 117 Incremento N papilomas
i 25 0 25 | 100 | 29 |116| 32 | 128 Incremento N€ papilomas
4 30 0 35 117 34 |113 | 35 123
5 10 0 15 | 150 | 14 [140| 25 | 200 Incremento  N° papilomas
Total 91 (0% | 100 | 0% | 101 [0% |[117| 0%
Tabla N° 9 Fuente: Elaboracion Propia




Anexo 4: evaluacion estadistica de los conteos iniciales de papilomas en el dia 0
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T1 T2 T3 T4
R1 20 14 10 14
R2 15 25 25 12
R3 25 16 14 25
R4 8 14 16 30
R5 10 5 25 10
TOTAL 78 74 90 91 333
PROMEDIO|  15.6 14.8 18 18.2 16.65
TC=5544.45
Analisis de varianza
Cuadrado
Fuente de | Gradode | Suma de M. del
variacion libertad cuadrados error FC FT 5% FT 1%
tratamiento 3 43.75 14.5833333 (3.81771429 3.24 5.29 *
Error 16 890.8 55.675
Total 19 934.55
Coeficiente
deV = [29.9057027
Tabla N°10 Fuente: Elaboracion Propia

F calculado es mayor que F tabulado al 5%, se concluye que al 95% de certeza podemos hallar
las diferencias significativas entre los tratamientos. El coeficiente de variabilidad nos muestra
un valor de 29.9 %hecho que nos demuestra que estamos dentro de la distribucion normal.

Comparacion:

Tukey 5%= 13.5145047
T4 T3 T1 T2
18.2 18 15.6 14.8
T4 18.2 0 0.2 2.6 34
T3 18 0 2.4 3.2
T1 15.6 0 0.8
T2 14.8 0
5% tukey
T4 18.2 a
T3 18 ab
T1 15.6 abc
T2 14.8 abcd

Con un 95% de certeza se afirma que los tratamientos son homogéneos



Anexo 5. Evaluacion estadistica de la efectividad de los tratamientos en el dia 15
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T1 T2 T3 T4
R1 50 29 30 0
R2 47 28 40 0
R3 40 37 50 0
R4 50 7 37 0
R5 20 0 28 0 tc=12152
TOTAL 207 101 185 0 493
PROMEDIO 414 20.2 37 0 24.65
Analisis de varianza.
F.V Gl Sc CME FC FT 5% FT 1%
tratamieto 3 5302.55 1767.517 14.5027 3.24 5.29 * Rk
error 16 1950 121.875
total 19 7252.55
Cv= 20.22564
Tabla N° 11. Fuente: Elaboracion  Propia

F calculado es mayor que F tabulado, tanto al 5 % y 1%, entonces se concluye que con un
99% de certeza podemos hallar diferencias altamente significativas entre los tratamiento. El
coeficiente de variabilidad muestra un valor de 20%, lo que demuestra que esta dentro de la
distribucion normal y que podemos continuar con el analisis.

Comparacion:

tukey 5%= [19.99527 |tukey 1 %= |25.62357
T1 T3 T2 T4
41.4 37 20.2 0
Tl 41.4 0 4.4 21.2 414
T3 37 0 16.8 37
T2 20.2 0 20.2
T4 0 0
tukey 5% [tukey 1%
autovacunas (t1) 41.4{a a
clorobutanol (t3) 37|ab ab
hemovacunas (t2) 20.2| bc bc
testigo (t4) of d cd

Con un 99% de certeza se afirma que las autovacunas y clorobutanol son tratamientos con
mayor efectividad en el dia 15 de evaluacion, estadisticamente son iguales.
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Anexo 6: Evaluacion estadistica de la efectividad de los tratamientos en el dia 30

T1 T2 T3 T4

R1 70 43 70 0

R2 73 60 60 0

R3 68 56 79 0

R4 62 36 56 0

R5 50 40 48 0

TOTAL 323 235 313 0 871
PROMEDIO 64.6 47 62.6 0 4355 |Tc=37932.05
Anélisis de varianza

F.V Gl Sc CME FC FT 5% FT 1%
tratamieto 3 13572.55| 4524.18333| 53.445757 3.24 5.29|* **
Error 16 1354 .4 84.65
Total 19 14926.95
Cv = 21.45
Tabla N° 12. Fuente: Elaboracion Propia

Se concluye que con un 99 % de de certeza podemos hallar las diferencias altamente
significativas entre los tratamientos. El coeficiente de variabilidad nos indica que los datos
estan dentro de la distribucion normal.

Comparacion:

tukey 5% = 16.6641  tukey 1% = 21.354
T1 T3 T2 T4
64.6 62.6 47 0
T1 64.6 0 2 17.6 64.6
T3 62.6 0 15 62.6
T2 47 0 47
T4 0 0
tukey 5% [tukey 1%
autovacunas 41.4 a a
clorobutanol 37 ab ab
hemovacuna 20.2 bc bc
testigo (t4) 0 d d

Con un 99% de certeza se afirma que las autovacunas y cloro butanol son tratamientos con
mayor efectividad en el dia 30 de evaluacion, estadisticamente son iguales.
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Anexo 6: evaluacion estadistica de la efectividad de los tratamientos en el dia 60

T1 T2 T3 T4
R1 90 79 100 0
R2 100 80 84 0
R3 96 75 93 0
R4 100 79 87 0
R5 100 80 96 0
TOTAL 486 393 460 0 1339
PROMEDIO 97.2 78.6 92 0 66.95 89646.05
Andlisis de Varianza
Fuente de |Grado de Suma de
variacion libertad cuadrados CME FC FT 5% FT 1%
tratamieto 3] 30802.95| 116.677841| 7.0713843 3.24 5.29| * **
Error 16 264 16.5
Total 19 31066.95
Ccv= 24.6452577
Tabla N° 13. Fuente: Elaboracion Propia

F calculado es mayor que F tabulado, tanto al 5 % y 1%, entonces se concluye gue con un
99% de certeza podemos hallar diferencias altamente significativas entre los tratamiento. El
coeficiente de variabilidad muestra un valor de 20%, lo que demuestra que esta dentro de la
distribucion normal y que podemos continuar con el anélisis.

Comparacion

tukey 5%= [7.35719036 | tukey 1 %= | 9.4281032
T1 T3 T2 T4
97.2 92 78.6 0
T1 97.2 0 5.2 18.6 97.2
T3 92 0 13.4 92
T2 78.6 0 78.6
T4 0 0

tukey 5%  tukey 1%

autovacunas 41.4 a a
clorobutanol 37 ab ab
hemovacuna 20.2 C C
testigo (t4) 0 d d

A un 99% de certeza se afirma que los tratamientos con autovacunas y clorobutanol son
estadisticamente iguales y tienen una mayor efectividad que los tratamientos con
hemovacunas.
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Anexo 7.- Fundo Virgen e Chapi, Distrito Tambopata- Madre de Dios.

Fig. 10: Bovinos de diferentes razas del Fundo Virgen de Chapi.



Fig. 11: Corral de terneros en el local de ordefio.
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Fig. 12: Local de ordefio
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Anexo 8.- Corte de tejido con papilomas para el analisis histopatologia

io (UNA-Puno)

Figl4 y 15; Identificacion y conservacion en formalina 12 % para el envio de las muestras
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Anexo 9.- Corte de papilomas para la elaboracion de la autovacuna

; ' e
Fig. 16: corte de papilomas para él envié al laboratorio

Rotr S m L S
entes regiones del cuerpo del animal

>

Fig. 17 y 18; corte de papilomas de di'fér



Anexo 10: Preparacion de las autovacunas:

Fig.19: Papilomaspara el machacado.

Fig. 20: Filtrado en suero fisiologico

Fig 23: Envase para las autovacunas

75



Anexo 11: Aplicacion de autovacunas

Fig.25:

Aplicacion de autovacunas
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Anexo 12: Tratamiento con Autohemoterapia.

Fig. 26 Extraccion sanguinea

@ 0

Fig. 27 y 28: Extraccion sangufﬁea y aplicacion intramuscular
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Anexo 13: Aplicacion de Clorobutanol 25%.

‘ 2 : , E 1
Fig 30: Aplicacion de Clorobutanol 25%.
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Anexo 14.- Aplicacion de suero fisioldgico (tratamiento testigo)

Fig. 31y 32 Aplicacion de suero fisioldgico via subcutanea

Anexo 15. Efectividad de los tratamientos (conteo de papilomas)

Fig.32y 33 ; Recopilacién de datos (conteo de papilomas), elaboracion de un registro.
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Anexo 16: Efectividad del tratamiento | (Autovacuna)

-

Fig. 35: Efectividad de la Autovacuna, dia 60.
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Anexo 17: Efectividad del tratamiento 11 (Autohemoterapia)

Fig. 36: Papilomas en el dia 0
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Anexo 18:  Efectividad del tratamiento Il (Clorobutanol 25%)




Anexo 19: Efectividad del tratamiento IV (testigo, suero fisioldgico)

Fig.41: Efectividad del tratamiento en el dia 60
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Anexo 20.- Muestras histopatologicas.

¥s

Fig. 42: Proceso de tincién con eosina. Fig. 43: Muestras Histopatologicas

Fig. 44: Observacion de las placas histopatolégicos en microscopia éptica



