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Respuesta Inmune y vacunas contra la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

Ropas JD MV.MS., Ossa JE MV.PuD., Zuruaca FN MV. MS*

Resumen

Como es bien sabido el virus de la RIB es un agente inmunosupresor seriamente implicado en la presentacion del

sindrome conocido como "fiebre de embarque" debido a su capacidad para reducir las funciones antibacterianas de

los macréfagos y polimorfonucleares y por su poder litico sobre los linfocitos T activados.

Desde la década de los 60 han existido las vacunas contra la RIB sinembargo atin no se ha logrado la produccion

de una vacuna que sea realmente efectiva y segura. En la actualidad las técnicas moleculares como la clonacién y los

sistemas de expresion génica han permitido el desarrollo de nuevas alternativas para la inmunizacion conira la RIB.

Este articulo revisa los aspectos mds relevantes de la respuesta inmune especifica e inespecifica contra el HVB-1,

asi como los mecanismos de inmunosupresion ejercidos por el virus y los avances en el desarrollo de nuevas vacunas.

Introduccion

Asi como ocurre con una gran cantidad de
infecciones virales y bacterianas en los animales
domésticos la respuesta inmune contra el Herpesvirus
Bovino-1, constituye un factor determinante en el
control y en la prevencién de la infeccion y de su
diseminacion.

Por un lado se debe considerar la infeccion natural
en la cual intervienen una gran variedad de elementos
del sistema inmune, el cual desarrolla desde una
respuesta inicialmente inespecifica hasta la elaboracion
de unos mecanismos de defensa especificos celulares
y humorales, que si bien controlan la infeccion agudae
inducen una memoria inmunologica apropiada, son
insuficientes para eliminar totalmente el agente del
hospedero y para impedir la reinfeccion natural debido
a una escaza proteccion de las mucosas.

De otro lado es importante anotar que la respuesta
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inmune ocurre también como una reaccion del
organismo ante la inoculaciéon artificial del virus
mediante de la vacunacion.

Una vacuna, ideah}lente, deberia inducir una
respuesta inmune tan duradera y especifica que
permitiera prevenir o cuando menos controlar una
posible futura infeccion de los animales.

Sinembargo, las vacunas desarrolladas contrala RIB
hasta el presente, solo disminuyen la severidad de la
enfermedad y la magnitud de las epidemias.

Debido a la relevancia de este tema nos propusimos
en el presente articulo hacer una revision de los
mecanismos de defensa especificos e inespecificos y
de los diferentes elementos que los componen. Se
consideran también los diferentes tipos de vacunas que
han sido utilizadas para tratar de prevenir esta infeccion
y se muestran las diferentes alternativas de productos

inmunizantes.
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1. Respuesta inmune

La diseminacion del HVB-1 en las secreciones
nasales de los bovinos sugieren que la respuesta inmune
inespecifica es la mas importante durante las
primoinfecciones respiratorias agudas, mientras que
ambas, la inespecifica y la especifica, son igualmente
importantes para proteger a los bovinos de las
infecciones secundarias o las reactivaciones del virus
latente (30,32).

Las defensas no especificas incluyen el interferon
alfa (IFN-a), macrofagos, células asesinas naturales
(NK) y granulocitos polimorfonucleares neutrofilos. Las
defensas especificas son mediadas por linfocitos Ty
anticuerpos. Sin embargo los mecanismos inmunes
estan tan frecuentemente interrrelacionados que es casi
imposible disociar sus efectos. Por ejemplo el IFN-t el
cual es producido por linfocitos T activados, es capaz
de estimular la actividad de células NK, de modo que,
aunque puede hablarse de mecanismos inmunes
especificos y no especificos, deben considerarse las
multiples interacciones que pueden existir entre sus
diferentes componentes (43).

Los mecanismos inmunes contra la RIB pueden ser
clasificados de acuerdo con su tiempo de aparicion
después de la infeccion.

En el caso de la infeccién respiratoria con HVB-1,
puesto que la infeccion ocurre en el tracto repiratorio
superior, la primera barrera de defensa que el virus
encuentra esta formada por los anticuerpos
neutralizantes locales en el moco nasal para prevenir
la diseminacion en el sistema respiratorio. Sin embargo,
si los anticuerpos mucosales son incapaces de
neutralizar el virus ocurre la replicacion en las células
epiteliales induciendo la produccion de un gran nimero
de viriones. La infeccion se generaliza entonces a traves
de viremia, diseminacion neural y transmision célula a
célula. En este momento se ha desarrollado una
respuesta inflamatoria que produce edema, infiltracion
linfocitaria de la lamina propia y acumulacion de
macrofagos y polimorfonucleares (10).

Respuesta inmune inespecifica: las respuestas
no especificas son mediadas por células que no tienen
una "memoria" antigénica tales como los neutrofilos,
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macréfagos o células NK. Se sabe que estos elementos
acttian en conjunto durante diferentes momentos en el
curso de la infeccion para promover la recuperacion y
asegurar que los animales estén mejor protegidos en
caso de una infeccion secundaria (40).

Interferén (IFN-«): Cinco horas depués de la
infeccion con el HVB-1, el IFN-=, producido por los
leucocitos presentes en el sitio de la inflamacion es
detectado en secreciones nasales alcanzando un pico
maximo a las 72-96h posinfeccion y persistiendo por 8
dias. Aunque el HVB-1 no es altamente susceptible a la
accion directa de dicho IFN, éste provee la proteccion
local temprana por modulacion de la migracion
leucocitaria y de la fagocitosis, asi como un aumento
en la actividad de las celulas NK. Adicionalmente, la
exposicion de macréfagos al IFN-=, los hace resistentes
a la infeccion con el HVB-1 y eleva su capacidad para
funcionar como efectores de la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) por incremento
del nimero de receptores Fc para las Igs G (2).

Macrofagos: la interaccion del HVB-1 con
células del sistema monocito/macrofago ocurre
tempranamente durante el proceso infeccioso y parece
jugar un papel central en todos los aspectos de las
interacciones entre el hospe}-dero y el virus (40).

Las infecciones in vitro de los macréfagos con este
virus se ha visto que limitan su capacidad de secretar
citoquinas tales como el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF) y participar en la ADCC (43). Sinembargo los
monocitos y macrofagos obtenidos de animales
infectados producen IFN-e« para funcionar activamente
como células citotoxicas y expresar niveles
aumentados de moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) de clase I, confirmando
la integridad funcional de estas células durante la
infeccion (10).

Durante las primeras etapas de la infeccion el
macréfago es uno de los mayores productores de
INF-x, citoquina ésta que, aparte de inducir un estado
antiviral en células no infectadas, regula las actividades
efectoras de los PMN, células NK y macrofagos e
influye sobre el patron de movilidad de los linfocitos T,
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actividades que limitan la replicacion viral y permiten
que se desarrollen otras funciones efectoras para
contribuir a la total recuperacion. Una vez la respuesta
de las células T y B se ha iniciado, las funciones
efectoras del macréfago se hacen mas directas
participando por ejemplo enla ADCC y en la eliminacion
de células infectadas con el virus. Esta actividad
posterior es detectada en sangre periférica 5-7 dias
despues de la infeccion y requiere la produccién de
IFN-t por células T. Los blancos de accién citolitica de
los macréfagos no han sido identificados hasta el
presente (43).

La capacidad de los macréfagos para producir
citoquinas que promuevan la infiltracién leucocitaria y
su participacion en la lisis de células infectadas con el
virus podria también ser considerado como un cofactor
en el desarrollo de cambios patologicos asociados con
la enfermedad (4).

Polimorfonuclear Neutrofilos (PMN): Los
primeros trabajos sobre el estudio de la patogénesis
de la enfermedad respiratoria bovina mostraron que la
infiltracion del parénquima pulmonar por PMN es una
respuesta temprana a la infeccion por el HVB-1. Estos
experimentos también demostraron que la eliminacion
de la Pasterella haemolitica por los PMN fue retardada
en los animales infectados con el virus (18).

Estos resultados identificaron dos caracteristicas
mayores de las interacciones HVB-1/PMN que han sido
confirmadas a través del curso de subsecuentes
trabajos. La primera de estas caracteristicas se relaciona
con la capacidad de la infeccién con el virus para atraer
PMN y activar funciones selectivas de estos (38).

In vitro, los PMN tratados con el antigeno del HVB-
1 son capaces de producir una sustancia antiviral
conocida como "poliferon", la cual es capaz de inhibir
la replicacion viral muy activamente sugiriendo que
pronto después de la infeccion, los PMN contribuyen a
los esfuerzos del hospedero para inhibir la replicacion
viral. La produccion de esta molécula, la cual tiene una
actividad semejante a la del IFN, no ha sido
documentada in vivo. Sinembargo la produccion de
poliferén puede ser bloqueada con anticuerpos
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especificos de glicoproteina viral, e in vitro, la
interaccion de los PMN con otros virus bovinos tales
como el PI3, el VRSB y el VDB, falla para inducir esta
proteina, sugiriendo que su produccion es dependiente
de una interaccion especifica de este virus con los PMN
(5).

La segunda caracteristica en cuanto al
comportamiento de los PMN en relacién ala infeccién
con el HVB-1, refleja una reduccién de las funciones
antibacteriales; asi por ejemplo se ha observado que
los PMN recuperados de animales infectados con el
HVB-1 tienen una reducida capacidad quimiotactica y
fagocitica (10).

Se ha sugerido que esta disfuncion inducida
directamente por el agente, predispone a los animales
a las infecciones secundarias. Sin embargo también ha

“sido demostrado que la delecién selectiva de PMN

aminora las manifestaciones clinicas de la neumonia
fibrosa inducida por el desafio con la P. haemolitica,
sugiriendo que los PMN también estan asociados con
las manifestaciones patoldgicas de la enfermedad
respiratoria bovina (10,40).

Adicionalmente a las actividades antes mencionadas,
se ha observado que los PMN son los mediadores mas
activos de la ADCC. En presencia de anticuerpos, los
PMN matan muy efectivamente las células infectadas
con el HVB-1 y esta actividad puede ser posteriormente
potenciada por la adicién del complemento (43).

La relevancia in vivo de esta reaccion no ha sido
totalmente demostrada aunque se ha postulado que esta
actividad citotoxica juega un papel importante en la
destruccion de células infectadas con el virus. Esto
podria ser especialmente crucial en animales jévenes
que poseen bajos niveles de anticuerpos pasivos, por
lo cual la replicacion del virus debe ser limitada por
ADCC atin antes de que la respuesta inmune especifica
sea disparada (40).

Células NK y respuesta semejante a la de las
células NK: En general los sistemas citotoxicos pueden
ser divididos en aquellos que requieren activacién y
aquellos que pueden ser detectados en la ausencia de
activacion. La interrelacion entre estos dos sistemas
no ha sido establecida (20).
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Debido a las dificultades en demostrar la actividad
clasica de las células NK en bovinos, los primeros
estudios examinaron la capacidad de diferentes
condiciones de cultivo para inducir las poblaciones
efectoras con actividad citotéxica contra las células
infectadas con el HVB-1. Varios sistemas de cultivo
generaron células citotoxicas capaces de matar células
infectadas con el virus. De estos, los sistemas mejor
caracterizados, describian una poblacién de linfocitos
CD2+, CD4- y CD8 - capaces de adquirir funcién
citotoxica luego de la activacion con la IL-2; La
relevancia funcional de esta actividad fue
posteriormente establecida por la demostracién de la
capacidad de linfocitos virgenes activados por la 1L-2
para reducir la replicacion viral (40).

Usando células tumorales xenogéniéas y alogénicas
infectadas con el HVB-1, se demostro que las células
mononucleares de sangre periférica (MNSP) no
estimuladas, obtenidas a partir de animales inmunes y
no inmunes mataban preferencialmente células
infectadas con el virus. En este sistema se demostro
que la citotoxicidad era dependiente de la expresion de
glicoproteinas virales (29).

Un andlisis posterior de esta actividad demostro que
celulas bovinas semejantes a las NK eran capaces de
lisar células transfectadas con las gp I (gB) y gp IV
(gD), pero no con gp I1I (gC). Estos hallazgos sugieren
que la actividad semejante a NK mediada por linfocitos
que carecen de marcadores para células T o B o
macrofagos es antigeno dependiente (14).

Adicionalmente si uno considera el papel de estas
glicoproteinas en la interaccion entre las membranas
del virus y de la célula hospedero, una hipétesis
atractiva podria explicar la interaccion entre las células
NK'y las células blanco infectadas con el HVB-1. Gp I
y Gp IV estan involucradas en adherencia y penetracion
viral, un proceso que involucra la fusién entre la
membrana celular y la envoltura del virién (35). Asi
cuando estas proteinas son expresadas en la superficie
celular uno puede esperar que ellas jueguen un papel
importante en las interacciones célula-célula (10).

En efecto, las células transfectadas con gp I har
mostrado que inducen fusion celular espontanea,
mientras que, la gp III, que funciona como la mayor
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proteina viral de adherencia interactuando con
receptores semejantes a la heparina en la superficie
celular, no esta involucrada en los procesos de
penetracion. Otro interesante rasgo es que las mismas
gp Iy IV expresadas en la membrana celular promueven
la interaccién con PMN conduciendo a la liberacién del
poliferén. Por lo tanto, se puede especular que el mismo
receptor que esta interactuando con gp I o gp IV, esta
presente en células NK y PMN y que un mecanismo
similar es responsable por la induccién de la actividad
tanto de las células NK como de los PMN (5).

La presencia de productos virales en la superficie
de la célula blanco se ha considerado importante para
el reconocimiento por las células NK en una variedad
de sistemas. Sinembargo en estos sistemas la
incapacidad de los anticuerpos antivirales para inhibir
la lisis por las células NK, introduce la necesidad de
otras explicaciones. Mas ain, los antigenos
estructurales del virus abandonados en la membrana
celular durante el proceso de penetracion,
principalmente de los tipos gp I y IV, no inducen lisis
por células NK. Tales observaciones pueden estar de
acuerdo con la teoria "missing self' de reconocimiento
por células NK (28). Posiblemente, la infeccién con el
HVB-1, asi como la transfeccion de genes de la gp,
provea las células blanco con péptidos virales, los cuales
pueden ocasionar desp]azarr’aiento de péptidos propios
desde las moléculas del CMH-I. El desplazamiento de
péptidos propios se ha observado en células infectadas
con VHS. De acuerdo a una hipétesis previamente
sugerida, la incorporacién de péptidos no propios dentro
de las moléculas del CMH-I puede hacer a las células
infectadas sensibles a la lisis por células NK (26).

Respuesta Inmune Especifica: tanto la respuesta
citotoxica como la respuesta proliferativa de los
linfocitos T (LT) son estimuladas después de la
infeccion con el HVB-1 y aparecen en sangre periférica
aproximadamente 8 dias después de la infeccion. Puesto
que su presencia es detectada en el momento o
inmediatamente antes de que sanen las lesiones, ellas
son consideradas efectivas en el proceso de
recuperacion de la infeccion o recrudescencia de la
enfermedad después de la reactivacion. Se considera
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que los LT que infiltran tejido juegan un papel
importante en la eliminacion de las infecciones locales
por el VHS (10).

Los mecanismos en los cuales los linfocitos ayudan
a la recuperacion pueden involucrar tanto actividad
directa, por citotoxicidad mediada por LT citotoxicos
(LTC), como actividad indirecta a través de la liberacién
de citoquinas tales como I1-2 6 IFN-y (12).

Linfocitos T ayudadores: hasta la fecha, cuatro
proteinas han mostrado ser reconocidas por los
linfocitos T ayudadores del sistema inmune bovino: gI,
glll, gV y Vp8 6 proteina mayor del tegumento. Para
algunas de las anteriores gp se han descubierto los
epitopes reconocidos por los LT, enla gp Il por ejemplo,
se han encontrado dos de ellos entre los aminoécidos
214-298 y 341-429 y en la gp IV uno entre los
aminoacidos 78-157. De esta forma existe ahora la
posibilidad de caracterizar el reconocimiento por las
células T de estas importantes gp virales y sus
respectivos epitopes para un gran nimero de animales.
Estos datos ayudaran a determinar en un futuro, el
grado de conservacion antigénica dentro de una
poblacion de animales infectados y proveera
informacion con relacién a si los animales producen
una respuesta inmune preferencial que caracterice la
proteccion del hospedero a la enfermedad producida
por el HVB-1 (27).

Linfocitos T citotoxicos (LTC): algunos estudios
también han demostrado la presencia de linfocitos T
CD8+ restringidos por el complejo mayor de
hitocompatibilidad (CMH), especificos del HVB-1, en
bovinos inmunes. Se ha demostrado que las
glicoproteinas III y IV son los antigenos blanco
reconocidos por los linfocitos T citotoxicos CD8+ (61).
Tambien se ha observado que la estimulacion
secundaria in vitro de dichos LTC, puede ser diferencial
dependiendo del método de presentacion antigénica,
por ejemplo, LTC obtenidos a partir de animales
inmunes los cuales habian side estimulados con
el HVB-1 irradiado con luz ultravioleta, lisaron
predominantemente células blanco expresando gp III,
mientras que los fibroblastos autélogos infectados con
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el HVB-1 estimularon principalmente LTC especificos
de gp IV. Esta observacion podria ser explicada por
una diferente via de procesamiento de antigenos del
HVB-1. Los fibroblastos autélogos infectados presentan
epitopes del HVB-1 en asociacién con moléculas del
CMH-1, pero el HVB-1 inactivado por luz ultravioleta
es procesado y presentado por otro tipo de células en
cultivo, probablemente macroéfagos (9).

La presentacion diferencial por distintos tipos de
células se ha descrito en otros sistemas. Sin embargo
en este estudio, la clonacién de CTL especificas de gp
[Ty gp IV parece necesaria para definir posteriormente
las diferencias en el procesamiento y la presentacion
del HVB-1 por fibroblastos y macrofagos (10).

Linfocitos B: la caracterizacion de la especificidad

‘de anticuerpos durante la infeccion primaria ha

mostrado que tres de las gp de superficie (I, Il y IV)
son los primeros inductores y blancos para la respuesta
de las de las células B. Esta respuesta parece ser
expandida después de la reactivacion o la infeccion
secundaria. En estas situacion, los niveles de
anticuerpos a las gp mayores se incrementan y las
respuestas a las gp menores tales como la gp E se hacen
indetectables (40).

Adicional a la neutralizacion del virus, la respuesta
de anticuerpos al HVB-1 puede ayudar en la
recuperacion de la infeccién por otros mecanismos los
cuales incluyen:

a) servir de intermediarios para la lisis de células
infectadas por la via del complemento, antes de que se
dé la diseminacidn viral de célula a célula;

b) la ADCC en la cual la IgG interactiia con células
positivas a receptores Fc tales como los neutrofilos y
los macrofagos; y

¢) ADCC mediada por complemento en la cual el
componente C3b se une ala IgM y éste se une a su vez,
a los receptores CR1 especificos, presentes en
linfocitos, macréfagos y neutrofilos. Adicional a todas
las anteriores funciones, también se ha observado que
los anticuerpos contra el HVB-1 bloquean los efectos
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inmunosupresores inducidos por el HVB-1 sobre las
células T; esto demuestra una vez mas la importancia
de la respuesta inmune cooperativa contra este
patogeno (10).

Larespuesta inmune humoral o de mucosas se basa
en la produccion de anticuerpos neutralizantes, los
cuales pueden ser detectados a los 8-12 dias
posinfeccion y requieren una reestimulaciéon ocasional
para su persistencia. Se han registrado titulos de
anticuerpos neutralizantes (SN) tan altos como 1:256
en caso de infeccion natural, pero el limite usual varia
de 1:8 a 1:64, y se ha sugerido un papel protector de la
infeccion inicial mediante los anticuerpos (IgA)
secretorios locales en las formas genital y respiratoria
de la enfermedad (6,30).

Los titulos de anticuerpos maternos pueden persistir
hasta por 4 meses. En terneros jovenes que sufren la
enfermedad multisistémica, la susceptibilidad es
atribuida a defectos tanto en la funcién leucocitaria
como en la respuesta inflamatoria, ya que se ha
observado, que los leucocitos del neonato tienen
deficiencias funcionales en la capacidad para migrar
hacia microorganismos, fagocitarlos y matarlos (34).

Asi mismo, se ha demostrado que después de la
transferencia pasiva de anticuerpos (calostro o
anticuerpos monoclonales) altos titulos neutralizantes
no son suficientes para impedir la infeccion aunque si
previenen la muerte (10).

Inmunosupresion inducida por el HVB-1

Varios estudios in vitro han demostrado que este
virus tiene efectos inmunosupresores sobre la funcion
leucocitaria. Las alteraciones in vivo en relacion con
cambios en la movilidad leucocitaria también son
evidencias de alteracion en la integridad del
sistema inmune del hospedero. Los mecanismos
inmunosupresores se consideran importantes para la
induccion de infecciones bacterianas secundarias (tales
como la pasterelosis neumonica), aunque el proceso
inflamatorio inducido por el virus "per se' también puede
crear condiciones ambientales que favorecen el
crecimiento bacteriano (10).

Entre los diferentes efectos inmunosupresores
caracterizados in vitro se cuentan: 1) la capacidad del
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HVB-1 inactivado con L.V. para inhibir la respuesta
proliferativa de los mononucleares de sangre periférica
(MNSP) a la IL-2 ¢ a un antigeno, con factores
supresores que pueden ser demostrados en
sobrenadantes libres del virus 2) la lisis de linfocitos T
activados cuando son infectados con el HVB-1 (19) 3)
deterioro en las funciones de los macréfagos alveolares
en cuanto a su participacion en la ADCC y reducciéon
en la liberacion de TNF-oc cuando son estimulados con
inductores de endotoxinas (15).

Factores inmunes, probablemente anticuerpos
especificos del virus o complejos inmunes, parecen
responsables por un efecto inhibitorio directo del virus
sobre la funcién de los macrofagos alveolares.
Sinembargo tampoco ha sido excluida la posibilidad de
que se inserten antigenos virales en la membrana de
macrofagos alveolares infectados, los cuales podrian
destruir la senalizacion transmembrana (1) estudios in
vivo han demostrado que la infeccion con el HVB-1
también podrian producir un retardo en la infiltracion
neutrofilica del pulmon infectado con bacterias.
Neutrofilos obtenidos de bovinos experimentalmente
infectados parecen paralizados in vitro, mostrando poca
migracion o respuesta a los estimulos quimiotacticos.

El entendimiento de como el virus induce toda una
red de inmunosupresion es importante en el diseno de
vacunas para prevenir la infeccion viral y reactivacion
de infecciones pers'[stentes: (43).

Respuesta inmune durante la latencia

Aunque se tiene mucha informacion respecto a la
respuesta inmune durante la infeccion, se sabe muy
poco acerca de los factores inmunologicos que
interactuan durante el establecimiento y el
mantenimiento de la latencia. De acuerdo con una
hipétesis, algunas formas de vigilancia inmune pueden
jugar un papel importante en el mantenimiento del virus
en el estado latente.

De hecho la reactivacion es inducida por una serie
de estimulos, todos asociados con una alteracion de la
respuesta inmune tales como condiciones de estrés o
tratamiento con glucocorticoides (36).

Existe por ejemplo, evidencia tanto in vitro como in
vivo de que los corticoides alteran las funciones de PMN
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y linfocitos, lo que condujo al concepto de que estas
poblaciones celulares podian estar involucradas en el
mantenimiento de la latencia. Sinembargo los
corticoides también pueden tener un efecto directo
sobre las células latentemente infectadas, esta tltima
hipétesis que no involucra la respuesta inmune parece
ser mas probable (8).

Se ha postulado que la dexametasona reprime el
promotor de los trancriptos relacionados con latencia
(LR), los cuales se ha propuesto que, podrian estar
regulando la expresion de genes IE de la replicacion
en células bovinas infectadas; lo anterior podria sugerir
un papel directo de la dexametasona en la reactivacion
del HVB-1. Sin embargo, aunque la respuesta inmune
no jugara un papel importante en el mantenimiento de
la latencia se conoce su importancia cuando la
reactivacion ocurre (40).

Teéricamente paralograr un control éptimo del virus
reactivado. el reconocimiento inmune de las células
infectadas deberia ocurrir antes del emsamble de
nuevos viriones, por lo tanto, varios mecanismos
citotoxicos incluyendo CTL o CCDA se espera que sean
efectivos si ellos son especificos para proteinas que sean
sintetizadas antes de la replicacion del DNA viral (tales

como gpl o gp IV) (10).

2. Vacunas
Hasta hace pocos aiios solo existian en el mundo
tres tipos de vacunas contra la RIB:

+ Vacuna inactivada: generalmente se encuentra

combinada con la PI3 y la pasterelosis y se
recomienda vacunacion anual. Ademas de no inducir
abortos, ni reacciones postvacunales, se elimina el
riesgo de diseminacion de virus patogenos
vacunales y de crear infecciones latentes con el
mismo virus vacunal.
No obstante debido a la necesidad de revacunar
frecuentemente para mantener una respuesta
inmune apropiada, los programas de prevencion
resultan insostenibles (1,6).

+ Vacuna a base de virus vivo modificado, para uso
intramuscular: posee las siguientes ventajas: facil
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aplicacion, se consigue asociada con virus de la
diarrea viral bovina (DVB), Parainfluenza3 (PI3) y
Pasteurella y confiere inmunidad duradera similar
a la inducida por la infeccién natural. Sin embargo,
tiene la desventaja de no poderse utilizar en hembras
gestantes debido a que puede inducir abortos
(13,30).

+ Vacuna a base de virus vivo modificado para uso
intranasal: la cual confiere una rapida proteccion
atribuida a la produccion de interferén y a la
induccion de anticuerpos tipo IgA en la mucosa. Su
desventaja radica en la mayor dificultad de aplicacién
y en las reacciones postvacunales ocasionales tales
como: fiebre, descarga nasal y descenso en la
produccion lactea (33,43)

Las vacunas vivas modificadas en general, tienen
como ventaja el que inducen buena inmunidad después
de una sola dosis y son faciles de producir, sin embargo
pueden presentar alguna virulencia residual y
persistencia en el huésped. Al igual que las vacunas de
virus inactivado, tampoco previenen la infeccion y
subsecuente latencia del virus tipo silvestre. No
permiten la diferenciacion serologica entre bovinos
vacunados e infectados, ciertos antigenos en las vacunas
virales completas son inmunosupresores, es decir
pueden inducir la disminucién de la respuesta de
anticuerpos contra otros antigenos en el hospedero, lo
que puede resultar en interferencia con la induccion
de respuesta inmune a vacunas coadministradas.
Debido a que las practicas modernas de manipulacion
incluyen inmunizacién simultanea de animales con
vacunas multiples, la respuesta inmune a la vacuna
puede no ser ideal si el HVB-1 vivo modificado es uno
de los componentes de la vacuna (16).

Debido a todos los inconvenientes planteados para
las vacunas existentes, se ha buscado insistentemente
una vacuna alternativa. Tres de las glicoproteinas de
envotura del HVB-1: gpl, gplll y gpIV son componentes
criticos para la induccion de la respuesta inmune
protectora humoral y celular. Algunos experimentos in
vitro han indicado que anticuerpos monoclonales
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especificos contra gpl, IIl y [V inhiben la adherencia y
la penetracion del virus a las células hospederas (11).

Con base en la tecnologia del DNA recombinante,
trabajos previos con el HVB-1 y otros herpesvirus han
sugerido que las proteinas andlogas pueden ser
candidatos prometedores de vacunas subunitarias
eficientes y seguras. El uso de las glicoproteinas como
vacunas subunitarias evitaria la infeccién latente, el
aborto y la inmunosupresion inducida por las vacunas
con virus completos (43). Basados en los anteriores
fundamentos se han propuesto varios ensayos entre los
cuales se pueden destacar los siguientes:

* Un estudio reciente planteo que para la verdadera
proteccion de la infeccion por el HVB-1 era necesaria
la generacion de una respuesta inmune local, en el
sitio de entrada del agente infeccioso (mucosa
nasal); los anticuerpos alli producidos cubririan e
inactivarian los viriones antes de que ellos tuvieran
la oportunidad de infectar las células. Esta respuesta
humoral puede ser inducida por la administracion
de la gp I de la envoltura del HVB-1, cuyo gen
codificante se inserta en el genoma del
papilomavirus bovino, el cual es usado como vector
y puesto a crecer en cultivos de fibroblastos bovinos
los cuales reproducen la proteina que mas tarde es
purificada y aplicada en compania de un adyuvante
(incompleto de Freund).

Aungque los animales vacunados experimentalmente
fueron retados con dosis inferiores a las empleadas
en investigaciones previas, dicha preparacion logra
niveles deseables de proteccion; sinembargo, la
vacuna aun no ha sido probada bajo condiciones de
campo, ni se ha establecido el tiempo de duracion
de la inmunidad concedida por ésta (21).

* Basado igualmente en el papel clave que juega la
inmunidad de las mucosas a través de la IgG1 y la
IgA presentes en las secreciones nasales, que es
prevenir la penetracion y el establecimiento inicial
de los patégenos virales, se ha venido trabajando
en la elaboracion de una vacuna con base en la gpl
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truncada, es decir sin su dominio transmembranico.
Esta proteina secretada al medio extracelular y
posteriormente purificada de él parece suficiente
para inducir la inmunidad nasal y superar los
obstaculos de las vacunas presentes para el HVB-1
(16).

Otro acercamiento adicional se realizé con base en
la produccion de la gp IV de envoltura, obtenida por
infeccion de células de insecto con un baculovirus
(virus que infecta insectos) recombinante. Aunque
su respuesta fue apropiada in vitro, seran necesarias
pruebas posteriores, ya que, como se sabe, las
proteinas producidas por este medio pueden
presentar problemas de reconocimiento in vivo,
debido a una falta de glicosilacién y a una

~ conformacion tridimensional inadecuada (42).

En el mismo sentido han sido empleadas otros
vectores de expresion para la gp IV, tales como la
E. coliy los virus adeno y vaccinia recombinantes y
aunque todos son promisorios ain se encuentran
en fase de experimentacion (40).

El gen codificante de la misma gp IV, pero en una
version truncada ha sido transfectado a células de
mamifero en cultivo (MDBK), bajo la regulacion del
promotor del gen que codifica para la proteina del
shock térmico de 70 kd en bovinos. De esta forma
se ha obtenido un sistema de produccion de proteina
recombinate que puede ser reutilizado; a diferencia
de los métodos antes mencionados donde las celulas
infectadas eran destruidas. Posteriormente la
proteina secretada al medio extracelular fué usada
como vacuna en forma cruda o purificada y estimulo
la produccién de anticuerpos tipo Ig A protectores
de la infeccion primaria, en terneros inmunizados y
luego desafiados experimentalmente (44).

Asi mismo, se han realizado otros estudios utilizando
como alternativa, la produccién de anticuerpos anti-
idiotipicos, que hasta ahora han demostrado tener
exito en ratones y en ensayos preliminares con
terneros, los cuales han sido desafiados con la gp
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IV del HVB-1. En este trabajo falta determinar la
efectividad de la vacuna en pruebas de campo (39).

+ Otros investigadores sugieren que para erradicar
el HVB-1 en un pais con una alta prevalencia de
infeccion, seria importante desarrollar una vacuna
que contenga un marcador. Con esta idea se ha
propuesto el estudio de una cepa del HVB-1
deficiente en el gen E, no induce anticuerpos anti
gp E en bovinos vacunados y permite la
diferenciacion serologica de animales vacunados e
infectados usando una prueba de ELISA para
detectar anticuerpos contra la glicoproteina E (22).

Adicionalmente, el virus mutado presenta una
reduccion marcada de su virulencia y capacidad de
diseminacion después de inducir su reactivacion con
corticosteroides. Esta podria ser una buena
candidata de una vacuna eficaz y segura, aunque
aun se encuentra en fase experimental (45).

Un alcance ain mayor de las vacunas basadas en la
tecnologia del DNA recombinante, lo constituye el
acompanamiento del virus vector o de la proteina
sintética, con citoquinas moduladoras de la
respuesta inmune tipo IL-1 6 TNF-c. También se
ha propuesto la insercion del gen codificante de
dichas citoquinas en el genoma vectorial para inducir
una respuesta mucosal efectiva por medio del
"suicheo" de las Igs hacia el isotipo A controlando
de esta forma la infeccion primaria. Una aplicacion
reciente de esta propuesta es el uso de la gl del HVB-
1 unida a la IL-18 recombinante que ha demostrado
estimular la produccion de Ig A especifica para
proteger de la infeccion con cepas silvestres del
HVB-1 (11)

Finalmente, dado que la glicoproteina IV ha sido
ensayada y ha demostrado ser un excelente
inmunogeno no solo para prevenir la enfermedad clinica
sino también la diseminacion del virus de animales que
son desafiados con el virus virulento, parece ser la
mejor candidata para el desarrollo de la vacuna
subunitaria (43).
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Ya han sido adelantados muchos estudios con este
proposito, pero antes de poder usar en forma comercial
cualquiera de las opciones antes mencionadas, es
necesario buscar el adyuvante mas apropiado con el
cual pueda ser combinada. Estos adyuvantes seran
importantes para asegurar que la magnitud, la cinética
y la duracién de la respuesta inmune sean suficientes
para prevenir la infeccion (40).

El desarrollo de adjuvantes novedosos (citoquinas,
ISCOMS, etc) y vehiculos de liberacion lenta
(microportadores), combinados con sistemas de
expresion de alto nivel para producir grandes
cantidades de gplV, daran las bases para que las vacunas
contra el HVB-1 sean en un futuro, no solo mejores
sino, mas seguras (43).

De otro lado, recientemente se ha demostrado que

"la transferencia de genes funcionales puede llevarse a

cabo mediante la introduccién de plasmidos
inicialmente disenados para la transfeccion de células
de mamiferos en cultivo dentro de tejidos de animales
vivos (47). Los plasmidos ni se integran ni se replican
dentro de la célula blanco pero en cambio son
eficientemente transcritos y traducidos. Estos
plasmidos que portan genes funcionales, han sido
introducidos en tejidos vivos como DNA desnudo,
encapsidados en liposomas y como DNA asociado a
lipidos polionicos o glicoproteinas (7).

Algunos investigadbres han demostrado que tal
tecnologia tiene aplicacion para inducir respuesta
inmune contra la gp IV en bovinos (16,17,47). Una
posible ventaja de esta aproximacion es que los animales
podrian ser vacunados tempranamente en la vida,
cuando ellos atn tienen anticuerpos maternos
asegurando por lo tanto que ellos estan adecuadamente
protegidos contra la infeccién con el HVB-1 después
de la caida de los anticuerpos maternos. Si esto fuera
posible se podria alterar dramaticamente la economia
de la vacunacion y la produccion de vacunas, asi como
permitir la inmunizacion bajo varias condiciones de
manejo (43).
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HVB-1 como vector

El HVB-1 presenta varias propiedades que hacen
de él un candidato ideal para servir como vector vacunal
para genes de otros patégenos bovinos (3).

1. Infecta bovinos y un estrecho rango de otros
animales y mas importante aun, no infecta al
hombre; por lo cual, su uso como vector en contraste
con el virus de la vaccinia, podria involucrar pocas
consideraciones de salud ptiblica (23).

2. Las cepas de vacuna viva atenuada del HVB-1 ya
existen v han sido usadas por muchos anos en
vacunas para bovinos (3,43).

3. Existe el precedente de otros alfaherpesvirus usados
como vectores. Tales como el virus de la
Pseudorrabia o enfermedad de Aujezky (41).

Ahora el uso del HVB-1 como vector de vacunas,
solo tendria dos requerimientos minimos:

1. Contar con un sitio no esencial en su genoma dentro
del cual se puedan insertar genes extranos (3).

2. Tener un promotor que pueda ser usado para dirigir
la transcripcion de los genes extranos (3).

En el HVB-1, el sitio no esencial podria ser €l que
ocupa el gen de la timidina kinasa (tk), el cual ya ha
sido mapeado y secuenciado en varios laboratorios
(30,46).

Adicionalmente algunos investigadores han
mapeado y secuenciado el gen para la glicoproteina
denominada gpl de la envoltura del HVB-1, cuyo
promotor podria ser el indicado para dirigir la
transcripcion (3).

Una aplicacion del anterior argumento, fue disenada

Summary
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utilizando el virus de la RIB como vector genéticamente
manipulado. Un mutante atenuado por medio de una
delecion\insercion en el gen de la tk, fué capaz de servir
como vacuna de virus vivo modificado para la proteccion
de bovinos contra la RIB y al mismo tiempo de amplificar
la expresion in vivo de epitopes del virus de la fiebre
aftosa (24).

En otra aplicacion posterior del mismo principio, se
inserto el gen que codifica para la gplll del virus de la
enfermedad de Aujezky (herpesvirus porcino-1) en el
HVB-1 atenuado por delecién\insercion en el gen de la
tk. El gen en el virus recombinante se expresé
eficientemente lo cual demostré que las proteinas
reguladoras de la transcripcion inmediata temprana del
HVB-1 fueron competentes para transactivar el gen
tardio de la gplll del virus de la enfermedad de Aujezky
(25).

Durante experimentos in vitro llevados a cabo con
ambas vacunas, se observaron buenas respuestas
inmunes contra los virus cuyo material habia sido
insertado (24,25).

Por ultimo, existe la posibilidad de usar el HVB-1
como vector que exprese genes de virus bovinos que
hagan parte del complejo respiratorio denominado
"fiebre de embarque" incluido el HVB-1. Vale la pena
anotar que el HVB-1 guarda gran similaridad con los
Herpes Simplex humanos, los cuales pueden ser
manipulados por ingenieria genética y albergar de
acuerdo con algunas estimaciones, hasta 24 Kpb de
informacion extrana en su genoma; de acuerdo con esto
el HVB-1 podria recibir gran cantidad de DNA extrano
requerido para formar la vacuna multivalente
respiratoria bovina (36).

Actualmente se adelantan experimentos para
estudiar la expresion de genes de los virus Respiratorio
Sincitial (VRS), de la Diarrea Viral Bovina (DVB) y de
la Para Influenza Bovina 3 (PI3) (3).

Immune response and vaccines against the Infectious Bovine Rhinotracheitis. BHV-1 is an

immunosupressor agent which is implicated in "shipping fever syndrome" and is asociated with a decrease antibacterial

activities of macrophages and polimorphonuclears neutrophyls. As well as for its ability to produce lisis of activated T

lymphocytes.
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Since the 60’s vaccines have been used against IBR, however it has not been possible to design an effective and safe
product. Nowadays, some molecular technics such as clonation and genetic expression systems have permit the
development of new alternatives for immunization against IBR.
This article reviews the most relevant aspects of specific and non especific response against BHV-1, the mechanisms

of immunosupression and the expected goals in the development of new vaccines.
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