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RESUMEN

Objetivo: Identificar mediante técnicas moleculares la presencia de papilomavirus bovino (BPV) en
un sarcoide equino, y realizar la caracterizacion histoldgica de este. Materiales y métodos: A partir
de lesiones de sarcoide en una yegua de raza pinto americano se realizd la extraccién de acidos
nucleicos para su identificacion mediante técnicas moleculares. Se amplificoé el gen correspondiente
al segmento L1 para papilomavirus a través de reaccién en cadena de la polimerasa, se secuencid y
luego fue analizado utilizando el algoritmo BLAST. Se realizé tincion de hematoxilina-eosina del tejido
y se analizé en microscopio de luz 100X. Resultados: Se detecté BPV-2 en la lesidon de sarcoide
equino; el sarcoide se clasific6 como nodular de acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas e
histoldgicas. La histopatologia mostré una lesidn fibrética, con neoplasia exofitica y expansion del
estrato espinoso. Conclusiones: El estudio demostré por primera vez la presencia de BPV-2 en un
sarcoide equino en Costa Rica utilizando técnicas moleculares y su asociaciéon con un sarcoide de
tipo nodular.

Palabras clave: Equino; Reaccion en cadena de la polimerasa; Papilomavirus bovino; fibrosis; Costa
Rica (Fuente: DeSC).

ABSTRACT

Objective. To identify by molecular techniques the presence of bovine papillomavirus (BPV) in
an equine sarcoid, and to carry out its histological characterization. Materials and methods.
Using a sarcoid lesion from a Pinto Americano mare, nucleic acid extraction and identification by
molecular techniques was performed. A partial region of the gene corresponding to the L1 segment
of papillomavirus was amplified by polymerase chain reaction, then it was sequenced and analyzed
using BLAST algorithm. Hematoxylin-eosin staining of the tissue was performed and analyzed under a
100X light microscope. Results. BPV-2 was detected in the equine sarcoid lesion, and the lesion was
classified as nodular according to its morphological and histological characteristics. Histopathology
showed a fibrotic lesion, with exophytic neoplasia and expansion of the spinous layer. Conclusions.
The study established for first time the presence of BPV-2 in an equine sarcoid in Costa Rica using
molecular techniques and its association with a nodular-type sarcoid.
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INTRODUCCION

El sarcoide equino es el tumor mas comun en
la piel de equinos alrededor del mundo. Este
tumor no hace metdastasis, pero puede ser
invasivo, generar defectos cosméticos y llevar a
la aparicion de Ulceras. Si afecta los parpados,
puede afectar la vision (1). El desarrollo de
estas lesiones en los caballos se asocia a una
infeccion con el Papilomavirus bovino (BPV)
aunque una infeccidn del virus por si sola no es
suficiente para desarrollar el tumor (2,3,4). Los
sarcoides se clasifican segun sus caracteristicas
clinicas, como: ocultos, nodulares, verrugosos,
fibroblasticos, mixtos o malignos (5,6).

La mayoria de trabajos que determinaron
la presencia de BPV en el sarcoide equino
mediante técnicas moleculares se han realizado
en Europa. Tanto en Europa como en Australia
se ha reportado la presencia del papilomavirus
bovino genotipo 1 (BPV-1). En el continente
americano en Estados Unidos y Canada se ha
identificado el BPV-2 y en Brasil el BPV-1, BPV-2
y BPV-13 (6,7,8). También en Brasil se reporto la
coexistencia de los tres genotipos en un mismo
animal de raza equina (8).

Un estudio realizado por Vindas et al (9) en Costa
Rica, reporta el tratamiento de cuatro casos de
equinos con diagndstico clinico presuntivo o
histopatologico de sarcoide. En ese estudio se
determind, que los dos equinos que recibieron
tratamiento combinado de remocidn quirdrgica,
cauterizacién y autovacuna, evolucionaron
mas favorablemente, sin desarrollar recidiva,
comparados con los otros dos casos que fueron
tratados sin la administracién de la vacuna
autdloga, recomendando mas investigaciones
(9). El objetivo del presente trabajo fue identificar
mediante técnicas moleculares la presencia de
papilomavirus bovino (BPV) en sarcoide equino.

MATERIALES Y METODOS

Recolecta de muestras: Una yegua de raza
Pinto Americano, de 3 anos de edad, ubicada en
Bajo el Remolino, Buenos Aires de Puntarenas,
Costa Rica presentaba desde hace un afo tres
lesiones tipo sarcoide en el miembro posterior
izquierdo a nivel medial (Figura 1) y una lesion
tipo sarcoide en la oreja, las cuatro lesiones con
caracteristicas idénticas a nivel macroscopico. De
dos lesiones del miembro posterior se tomd una
muestra, realizando cortes de 1-2 cm de longitud.
Uno de los cortes se conservo en etanol de 70%

Rev MVZ Cérdoba. 2021. Septiembre-Diciembre; 26(3):€2040
https://doi.org/10.21897/rmvz.2040

Alfaro-Mora et al - Sarcoide equino en Costa Rica

para los analisis moleculares (Figura 1A) y el otro
en formaldehido 10% para analisis histopatoldgico
hasta su procesamiento (Figura 1B).

AL W
Figura 1. Lesiones tipo sarcoide ubicadas en miembro
posterior izquierdo de yegua A. Muestra
analizada mediante PCR B. Muestra
analizada histopatoldgicamente.

Analisis molecular (extraccion, amplificacion
y secuenciacion del ADN): La muestra
conservada en etanol se sometio a extraccion de
ADN siguiendo las especificaciones del Kit DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen, Hilden, Germany).
Mediante la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) se amplificé una regién
conservada de 478 pb del gen que codifica para la
proteina estructural L1 (10), usando los cebadores
FAP59/FAP64 (5'-TAACWGTIGGICAYCCWTATT-
3/5'-CWATATCWVHCATITCICCATC-3"). La
reaccion de PCR se realizé con DreamTaq Master
Mix 1X (Thermo Scientific, USA), 0,25 pM de
cada cebador, 1.25 pL de ADN (100 ng/uL) y
agua libre de nucleasas (Thermo Scientific, USA)
en un volumen de 25 pL. Las condiciones para
la amplificacién fueron una desnaturalizacién
inicial a 94°C de 10 minutos, seguida de 45 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 90 segundos,
hibridacién a 50°C por 90 segundos, extension
90 segundos a 72°C; y una extensién final a
72°C de 5 minutos (11).

La visualizacion del producto de PCR se llevd
a cabo por electroforesis utilizando un gel de
agarosa al 1% tefiido con GelRed (Biotium,
USA). El marcador de peso molecular usado fue
GeneRuler 1Kb DNA Ladder (Thermo Scientific,
USA). El producto de PCR se envié a secuenciar
a Macrogen, Seoul, Korea. La edicién de la
secuencia se realizd con el software Bioedit
7.2.5. Posteriormente se compard con las
secuencias de la base de datos del Genbank
por medio del algoritmo BLASTn. También se
realizo un alineamiento de la secuencia obtenida
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contra las secuencias reportadas de los 13
genotipos existentes, para establecer el nivel
de homologia de los amplicones de L1 con el
programa ClustalW®,

Analisis morfolégico e histolégico: La
muestra conservada en formaldehido se sometid
a tincién con hematoxilina-eosina y se analizd
en microscopio de luz 100X (12). La lesién se
clasifico de acuerdo con Knottenbelt (5), donde
se establece seis tipos reconocibles (sarcoide
oculto, verrucoso, nodular, fibroblastico, mixto
y malevolente) (5).
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RESULTADOS

La secuencia de la proteina estructural L1
amplificada de la muestra del sarcoide equino
(nimero de acceso GenBank MN304951.1) resultd
ser 100% (400/400pb) similar con una secuencia
de BPV-2 que habia sido aislada de una lesion
papilomatosa de una vaca de Japon (numero
de acceso GenBank MH589273.1) (Figura 2).
El alineamiento de la secuencia obtenida con la
de los 13 genotipos existentes reveld que hay
un 99% de identidad nucleotidica con el BVP-2
(GenBank M20219.1). Con el resto de genotipos
la homologia encontrada fue de 49%-89%.
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Figura 2. Alineacion de la secuencia del gen L1 del sarcoide encontrado en un equino en Costa Rica, con las
secuencias de los 13 genotipos existentes de secuencias de papilomavirus bovino. En gris se muestran

las regiones idénticas entre secuencias.
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El sarcoide se clasific6 como nodular de tipo A
de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas e
histoldgicas. El analisis microscépico determiné
la lesion como fibroblastica. El estudio
histopatologico determind neoplasia exofitica y
expansion del estrato espinoso en algunas areas
de la lesion (Figura 3).

Figura 3. Histopatologia del sarcoide equino de la
extremidad de la yegua. Mediante la tincién
de hematoxilina y eosina se puede observar:
(A) Neoplasma exofitico compuesto
por células neoplasicas epidérmicas y
mesenquinales, (B) Extensiones epiteliales
y (C) Expansién de estrato espinoso por
hiperqueratosis.

DISCUSION

El hallazgo de BPV-2 en un sarcoide equino en
Costa Rica concuerda con las investigaciones de
USA y Brasil, representando ademas el primer
reporte en Costa Rica y Centroamérica (8).
La presencia del virus en los sarcoides de los
equinos puede explicar los resultados obtenidos
por Vindas et al (9), quienes determinaron
recidivas en equinos que no recibieron vacuna
autologa en comparacion con otros dos animales
a los cuales si se les aplicé la autovacuna (9).

La lesidn se determiné como fibroblastica en el
analisis microscopico, ya que se evidencio alta
fibrosis. Las lesiones de tipo fibroblastico que
se observaron coinciden con lo que menciona
Knottenbelt (5), donde se describen con un
aspecto carnoso, y los sitios predilectos en
donde suelen manifestarse son: la ingle,
parpados, y parte interior de las extremidades
(5). Los hallazgos histopatoldgicos evidenciaron
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la neoplasia exofitica, mostrando células
epidérmicas organizadas en extensiones
epiteliales que se proyectan en direcciéon al
tejido conectivo subyacente de la piel (conocidas
en inglés como: rete pegs), y expansion del
estrato espinoso en algunas areas de la lesion,
considerados hallazgos caracteristicos de los
sarcoides (13,14). Segun Chambers et al (4),
la infeccidn de fibroblastos y la induccidén de
tumores fibroepiteliales es atribuible al BPV-2
(4). Actualmente no existe ningun estudio que
asocie la presencia de un genotipo especifico de
BPV vy la clasificacidon establecida por Knottenblet
(5), asi como tampoco relacion de los genotipos
con sitios donde se manifiestan las lesiones en
los equinos.

Aunque la infeccién por BPV es necesaria para
el desarrollo de un sarcoide, se desconoce el
mecanismo de desarrollo del sarcoide equino
(15). Se cree que una predisposicion genética
y traumas pueden jugar un papel importante
en el desarrollo de las lesiones, ya que se
ha demostrado la presencia de BPV en piel
sana de equinos (4,15,16). Los estudios que
existen sobre el sarcoide equino son pocos, y
generalmente se limitan al reporte de casos. Se
recomienda realizar estudios mas amplios, para
determinar el porcentaje de sarcoides equinos
con etiologia viral y los genotipos presentes
en estas lesiones, para recomendar el uso
de autovacunas o vacunas homologas como
tratamiento.

En conclusion, se determind por primera vez
la presencia de BPV-2 en un sarcoide equino
en Costa Rica. Se recomienda realizar mas
estudios para determinar la presencia de otros
BPV asociados al sarcoide equino y el porcentaje
de participacién de BPV en los sarcoides equinos
de Costa Rica.
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