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RESUMEN

El herpesvirus Bovino-1 (BHV-1) es uno de los principales patégenos que afecta el
ganado; la infeccién primaria se acompafa de varias manifestaciones clinicas tales
como la rinotraqueitis, aborto, vulvovaginitis/balanopostitis pustular y en algunos
casos, enfermedad neurolégica. Luego de la recuperacién, la infeccién persiste durante
toda la vida del individuo en un estado de latencia en ganglios nervioso trigémino o
sacro. La Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) reporta que la vacunacién
contra el BHV-1 puede ser efectiva en reducir las manifestaciones clinicas y en conse-
cuencia las pérdidas econémicas, pero no logra proteger completamente de la infec-
cién. Es por esto que durante los dltimos afios se han desarrollado gran cantidad
de agentes vacunales que van desde las vacunas clasicas inactivadas hasta aquellas que
usan tecnologia de DNA recombinante. El presente articulo se enfoca en presentar una
actualizacién acerca de las vacunas més usadas desde hace ya varios afios y resumir los
avances mds importantes en la generacién de nuevas vacunas contra el BHV-1;
tratando asi de abrir un nuevo panorama para la generacién de vacunas en Colombia.
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ABSTRACT

Bovine herpesvirus-1 is one of the most important pathogens of cattle; the primary
infection is characterized by clinical manifestations such as infectious bovine
rhinotracheitis, abortion, infectious pustular vulvovaginitis and in some cases,
neurological signs. After recovering, the virus establishes viral latency in sensory
neurons of trigeminal or sacral ganglia. The World Organization for Animal Health
(OIE) reports that vaccination against BHV-1 could be useful to reduce the clinical
manifestations and in consequence the economic looses, but it can not protect
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against the infection. Therefore, a huge amount of vaccines have been developed that
includes from classic inactivation to recombinant DNA technologies. This paper
makes an updated review about the most used vaccines since many years and try to
resume the most important advances in BHV-1 vaccine’s generation; trying to open a
window for new vaccine’s generation in Colombia.

Key words: Bovine herpesvirus, vaccine, immune, recombinant.
INTRODUCCION

El herpesvirus Bovino es un virus de genoma DNA perteneciente a la familia
Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvinae (Wyler et al., 1989); el cual posee una am-
plia diversidad de cepas, las cuales son serolégicamente indiferenciables; sin em-
bargo, con base en el andlisis del genoma con endonucleasas de restriccién y sus
respectivos patrones de migracidn, se han clasificado en tres tipos y 5 subtipos: BHV-
1.1, BHV-1.2a, BHV-1.2b, BHV-1.3a, y BHV-1.3b (Wyler et al., 1995). Actualmente,
los subtipos BHV-1.3a y BHV-1.3b han sido reclasificados como BHV-5, el cual pre-
senta un alto potencial neuropatogénico (Biichen-Osmond, 1995).

El BHV-1 afecta naturalmente al bovino, especie en la que provoca un amplio espectro
de manifestaciones conocidas como rinotraqueitis (IBR), vulvovaginitis pustular
infecciosa (IPV), balanopostitis (IPB), conjuntivitis, aborto, enteritis y encefalitis (Fig. 1).
La distribucién de la infeccién es mundial y la prevalencia de reactores seroldgicos
indica que pricticamente todos los bovinos mayores de tres afios han estado en con-
tacto con el virus (Pidone et al., 1999). Se han registrado brotes de la forma respiratoria
en EE.UU. y Canad4; la IPV es comun en Europa y se notificaron brotes importantes de
meningoencefalitis en Argentina, Australia, EE.UU., Canad4, Siria, Hungria, Uruguay,
Italia y Brasil (OIE, 2004).

Figura 1. Lesiones clinicas causadas por la infeccién por el BHV-1. (A) y (B), lesiones en pene y prepucio
de un toro (tomado de Voguel et al., 2004); Noétese la coalescencia de las vesiculas y la presencia de
exudado fibrinoso a los 4 dias posinfeccién (A); y la extensa hemorragia y ulceracién en la mucosa
peneana y prepucio del mismo toro a los 9 dfas posinfeccién (B). (C), Vulvovaginitis pustular en una
hembra causada por el BHV-1; se evidencia la presentacién de pustulas y focos hemorrdgicos en la
mucosa vulvar. (D), Lesiones caracteristicas y secreciéon nasal en cavidad nasal de un bovino; la
presencia de secrecién mucopurulenta y el enrojecimiento del hocico es un signo caracteristico.

El BHV-1 se transmite en forma directa de un animal a otro, dado que gran cantidad de
virus se excreta principalmente por secreciones respiratorias, oculares y reproductivas de
animales infectados; sin embargo también puede diseminarse en forma indirecta, a tra-
vés de personas o equipos. El periodo de incubacién varfa entre 2 y 6 dias, pues depende



Acta biol. Colomb., Vol. 14 No. 2, 2009 5

de la dosis y ruta de inoculacién, entre otros. Aunque se acepta que, para el caso de la
IBR, el virus se excreta en las secreciones nasales por aproximadamente 12-14 dias
posinfeccién, se ha recuperado el virus en forma intermitente por un periodo de hasta
578 dias (Wyler et al., 1989). Otras fuentes importantes de diseminacién son el semen
y la transferencia embrionaria (Bielanski et al., 1994). Se ha podido comprobar que
toros serolégicamente positivos sin sintomatologia son portadores del virus, el que se
ha logrado aislar de muestras de semen congelado (Bielanski et al., 1988; van Oirschot
etal., 1993), incluso 12 meses después de su almacenamiento a -196 °C. El bovino es el
principal reservorio del BHV-1; sin embargo, muchas especies de rumiantes, caprinos,
ovinos, etc., e incluso el cerdo, son susceptibles a este virus (Wyler et al., 1989).

El diagnéstico de la infeccién se puede lograr usando técnicas cldsicas de virologia
como son el aislamiento viral en cultivos celulares, pruebas de inmunoperoxidasa e
inmunofluorescencia, técnicas serolégicas como ELISA y seroneutralizacién, la cual es
la técnica recomendada por la OIE como estdndar internacional. También es posible
realizar un diagnéstico éptimo utilizando técnicas convencionales de amplificacién
de regiones especificas del genoma viral como PCR, que tienen la mayor sensibilidad
y especificidad (OIE, 2004).

En Colombia, se han realizado diferentes estudios seroepidemiolégicos, los cuales
ademds de demostrar la extensién de la infeccién, han permitido el aislamiento de
algunas cepas nativas, las cuales fueron aisladas a comienzos de los afios 70 (CIAT,
1972; CIAT, 1975); En la mitad de los afios noventas (Molano et al., 1995); y més
recientemente una aislada en 2001 (Piedrahita et al., 2005). Estas dos ultimas han
sido sujeto de caracterizacién molecular por el Grupo de Microbiologia y Epide-
miologia de la Universidad Nacional, clasificando los aislamientos como BHV-1.1 a la
cepa de los Llanos orientales y BHV-1.2a para la cepa de la sabana de Bogotd
(Piedrahita et al., 2005). Sin embargo, es necesario realizar nuevos aislamientos que
permitan evaluar con actualidad cuales son la(s) cepa(s) que circula(n) en las gana-
derfas del pafs; ademds es necesario, obtener cepas nativas de diferentes regiones
epidemiolégicas de Colombia, para poder formular vacunas que sean eficientes en la
inmunizacién de bovinos de todo el pais.

VACUNAS TRADICIONALES

Desde hace mucho tiempo, existen en el comercio vacunas tradicionales contra el
BHV-1 y se utilizan en muchos paises en sus distintas variantes: generadas a partir de
virus vivo modificado o inactivado, mono o polivalente. Dependiendo de la capacidad
del producto de inducir inmunogenicidad, la vacuna puede ser efectiva en reducir las
manifestaciones clinicas y en consecuencia las pérdidas econémicas, pero no logra
proteger completamente de la infeccién (OIE, 2004). Entre estas vacunas “tradicio-
nales” estdn las atenuadas y las inactivadas.

Las vacunas atenuadas son aquellas que tienen una capacidad de multiplicacién
limitada en el organismo, pero suficiente para generar respuesta inmune (similar a la
que proporciona la enfermedad). Debido a su atenuacién, el virus disminuye la capa-
cidad de causar enfermedad, reduciéndose también su eliminacién o contagio por
parte de los animales vacunados. Luego de la vacunacién, la proteccién se establece
en unas 2 a 3 semanas, obteniendo proteccién sistémica y en mucosas (oral, nasal,
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genital, etc.) por periodos prolongados de tiempo, los cuales pueden ir de meses
hasta afios (Wyler et al., 1989).

En cuanto a la atenuacién clasica de agentes virales para vacunas existen varias
técnicas; la primera consiste en la atenuacién mediante pasajes seriados en cultivos de
células para seleccionar las variantes menos virulentas, aunque no se conocen con
exactitud los mecanismos por los cuales se introducen las mutaciones durante la
replicacién viral de los diferentes agentes (Sabin y Boulger, 1973). Otra técnica con-
siste en generar cepas mutantes virales que son incapaces de crecer a temperaturas
superiores a 37 °C (temperature-sensitive, ts) o que pueden crecer a temperaturas mas
bajas [p. ej. 25 °C] (cold-adapted, ca). Se asume que los virus ts o ca tienen menor
capacidad replicativa y por lo tanto son atenuados. Esta caracteristica garantiza la
replicacién estrictamente local y permite que las cepas vacunales puedan ser distin-
guidas de las cepas de campo gracias al marcador ts o ca (Wyleretal., 1989).

Una de las ventajas mds importantes de este tipo de vacunas son su forma de ad-
ministracién y la posibilidad de realizar combinaciones con virus de otras familias, las
cuales recientemente, han demostrado generar una inmunidad duradera tanto para
el BHV-1 como para los demds agentes virales incluidos en una formulacién comercial
(Peters et al., 2004).

Aunque las vacunas atenuadas inducen una proteccién eficiente, poseen algunas
desventajas tales como el riesgo de reversién a la virulencia y la imposibilidad de
aplicarlas a hembras gestantes, dado el riesgo de induccién de aborto (Miller et al.,
1991). Adicionalmente, éste tipo de vacunas pueden inducir latencia de la cepa vacunal,
pudiéndose reactivar luego de una inmunosupresién con corticoides, generando asi
reinfecciones con dicha cepa vacunal (van Drunen Littel-van Den Hurk et al., 1993).

Se han desarrollado algunas vacunas atenuadas para aplicacién intranasal; estas
vacunas confieren una rapida proteccién local al provocar una infeccién sistémica con
el virus. La gran ventaja de este tipo de vacunas, comparada con las de aplicacién
parenteral, es su seguridad para las hembras gestantes; sin embargo, se han reportado
algunas desventajas como la dificultad para optimizar la via de administracién, la
transmisién de virus vacunal a animales no inmunizados y algunas reacciones adversas,
como fiebre o descenso temporal de la produccién lactea (Wyler et al., 1989).

Los inconvenientes de las vacunas con virus atenuado se han minimizado con el uso de
vacunas con virus inactivado, las cuales se desarrollan a partir del virus completo pero
inactivado por algtin método fisico o quimico. Hasta la fecha, se han utilizado varios
agentes inactivantes para la produccién de vacunas contra el BHV-1, tales como la for-
malina, etanol, y la inactivacién con calor o luz UV. También se ha empleado la B-pro-
piolactona como agente inactivante; sin embargo, se ha reportado que puede provocar
oncogénesis por hidrdlisis deficiente o mala dosificacién (OMS-OPS, 1976). Uno de los
agentes de mayor uso en la actualidad es la etilenimina binaria (BEI), un inactivante de
primer orden, que garantiza la inactivacién completa del virus. Dado que el agente se
encuentra inactivado, no presentan riesgo biolégico y son seguras y eficientes en la apli-
cacién en hembras gestantes, ya que no provocan aborto ni diseminacién viral luego de
la vacunacién. El establecimiento de infeccién latente por la cepa vacunal es imposible,
ademds de permitir la fabricacién de vacunas multivalentes, pues no hay interferencia
con la produccién de anticuerpos contra otro antigeno inactivado (Wyler, 1989).
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Sin embargo, la proteccién que brinda al feto este tipo de vacunas es motivo de
controversias, pues por el proceso de inactivacién, estas no generan inmunidad
completa en mucosas o inmunidad mediada por células y por tanto requieren
adyuvantes y dosis multiples para inducir una proteccién éptima. A pesar de esto,
algunos investigadores las postulan como altamente efectivas para el control de la
infeccién con BHV-1 (Schudel et al., 1987).

En Colombia el mercado de biolégicos es muy amplio y diverso, permitiéndole al pro-
ductor, a los técnicos y a los veterinarios escoger entre una gama amplia de productos
nacionales e importados los cuales pueden ser atenuados o inactivados principalmente
dependiendo de la casa manufacturera y del uso recomendado por dicha casa; encon-
trandose comercialmente en el pais el BHV-1 asociado siempre con otros agentes tales
como el Virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB), el Virus de Parainfluenza tipo 3 (PI3), el
Virus sincitial respiratorio (BRSV) y con agentes bacterianos como Pasteurella spp.,
Leptospira spp., entre otros (Tabla 1).

ESTRATEGIAS VACUNALES ACTUALES

Los problemas concernientes tanto a las vacunas atenuadas como a las vacunas
inactivadas, impulsaron la produccién de nuevas alternativas vacunales que contienen
sélo determinados componentes virales los cuales previamente han mostrado ser
altamente inmunogénicos, como son las diferentes glicoproteinas virales. Dichas glico-
proteinas son las encargadas de la interaccién con las células blanco y con el sistema
inmune. En este campo se incluyen las “vacunas Recombinantes”, las cuales pueden ser
replicativas o no replicativas de acuerdo a su capacidad de replicar el agente viral en el
individuo vacunado. Entre las replicativas se encuentran las vacunas marcadoras, las
atenuadas y las portadas por un vector bacteriano o viral. Por las no replicativas estan
las de subunidades proteicas y las de subunidades génicas. En la fabricacién de vacunas
recombinantes, se han logrado grandes avances mediante el uso de células de mamifero
e insecto, incorporando a ellas una determinada secuencia codificante del virus para
expresarla en estas (van Drunen Littel-van Den Hurk et al., 1990; van Drunen Littel-van
Den Hurk et al., 1993).

Este tipo de productos bioldgicos tienen entre sus ventajas, el que no contiene virus
vivo (intacto) y por lo tanto no puede ser transmitido a otros animales, causar aborto
o establecer infeccién latente. Estas alternativas incluyen la generacién de cepas con
delecciones en diferentes regiones del genoma, ya sea con el objetivo de eliminar las
regiones inductoras de patogenicidad (atenuadas), con el objetivo de favorecer la
inmunogenicidad o generar las cominmente llamadas DIVA (del inglés: Differentiating
Infected From Vaccinated Animals), las cuales son vacunas marcadoras que permiten
diferenciar los animales infectados naturalmente de los animales vacunados por la
presencia o ausencia de anticuerpos contra una regién especifica del genoma del virus
la cual ha sido delectada en la cepa vacunal (Fuchs et al., 1999)

VACUNAS MARCADORAS

Para el caso del BHV-1 el uso de las DIVA ha sido una de las alternativas mds utilizadas
en los planes de vacunacién y erradicacién de la enfermedad, siempre acompafiados del
desarrollo y empleo de pruebas serolégicas, permitiendo asf la diferenciacién de animales
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Tabla 1. Vacunas comerciales contra el BHV-1 que se encuentran disponibles en Colombia.
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Figura 2. Uso de una vacuna marcadora DIVA (gE-) para el BHV-1. A. La cepa vacunal posee una
deleccién del gen inmunodominante (gE) y por tanto los individuos vacunados no generan anticuerpos
contra esta glicoproteina. B. Los animales infectados si generan anticuerpos contra la gk dado que la
cepa de campo si la posee; C. La gE del BHV-1 es usada como antigeno para inmunoensayos.

vacunados de no vacunados (Chowdhury et al., 1999; Fig. 2). También ha sido posible
su aplicacién en animales jévenes auin en presencia de anticuerpos calostrales (Pidone et
al., 1999). Bosch et al., 1998, demostraron que el uso de estas vacunas reducia significa-
tivamente la transmisién de la infeccién en condiciones de campo (Bosch et al., 1998).

Actualmente, la vacuna DIVA con mayor aceptacién internacional es la vacuna con
deleccién en la gE (gE-), dado que los animales infectados naturalmente presentan
anticuerpos contra dicha glicoproteina mientras que los individuos vacunados no lo
hacen (van Drunen Littel-van Den Hurk, 2006); estudios realizados por Mars et al.,
2001, demuestran que una vacuna viva gE- puede ser re-excretada a través de secre-
ciones nasales, luego de una reactivacién, llevando a esta a ser uno de los candidatos
mas Utiles en este tipo de vacunas, dado que la re-excrecién podria permitir el
establecimiento de una inmunidad de hato (Mars et al., 2001).

Recientemente, el Grupo de Vacunas y Patogenia en Herpesvirus bovino del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria - INTA (Buenos Aires, Argentina), desarroll6
una vacuna marcadora atenuada contra BHV-1, generada a partir de una deleccién
del marco abierto de lectura completo de la proteina gE; la vacuna atenuada resulté
altamente segura en cuanto a los riesgos de generacién de abortos y transmisién a
animales no vacunados, y completamente inocua en cuanto a la generacién de
efectos colaterales en el bovino; y a diferencia de lo descrito para otras cepas de BHV-
1 negativas para la gE, al emplear la cepa desarrollada por este grupo como vacuna
atenuada, no se detecté el virus vacunal en excreciones nasales durante el periodo
post-vacunacion (INTA, 2005).

Sin embargo, estudios recientes desarrollados por Muylkens et al., 2006a, demuestran
que la infeccién nasal doble con una cepa vacunal gE negativa y una cepa silvestre del
virus puede generar cepas recombinantes intraespecificas, las cuales poseen in vitro una
virulencia inferior a la de las cepas silvestres (Muylkens et al., 2006a); sin embargo in vivo,
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presentan una virulencia mayor que las cepas parentales, confirmando que los fenéme-
nos de recombinacién pueden restaurar la virulencia de las cepas vacunales gE negativas
(Muylkens et al., 2006b), y ratificando las dificultades para la aplicacién de este tipo de
recombinantes en campo, o en zonas de alta circulacién de cepas silvestres.

VECTORES VIRALES

Recientemente se han desarrollado algunos vectores virales los cuales por sus carac-
teristicas bioldgicas y replicacién son éptimos para expresar proteinas fordneas. Entre
estos vectores virales se resalta el uso del Herpesvirus Bovino-4 (BHV-4), un miembro
de la subfamilia Gammaherpesvirinae el cual ha sido aislado de una gran variedad de
muestras de bovinos clinicamente sanos y de bovinos con signos clinicos de aborto,
metritis, neumonia entre otros, y cuya patogenicidad no ha sido claramente dilucidada
(Thiry et al., 1989). A diferencia de otros gammaherpesvirus, no causa efecto citopa-
tico, se replica en una amplia gama de lineas celulares bovinas y de otras especies, y no
se ha logrado demostrar que tenga algtiin papel en oncogénesis o transformacién
celular (Gillet et al., 2005). En estudios realizados por la Universidad de Liege, Bélgica,
se evidencié que el uso de un recombinante del BHV-4 expresando la gD del BHV-1y
acompafiado de un elemento regulatorio post-trascripcional en la regién 3’ de la gD es
altamente inmunogénico e induce la produccién de anticuerpos neutralizantes anti-gD
del BHV-1 en un modelo leporino, postuldndose como uno de los modelos vectores
mads interesantes para desarrollar un candidato vacunal. Ademads, en animales vacuna-
dos no se detectaron anticuerpos neutralizantes anti-BHV-4, lo cual ratifica su papel
como candidato vacunal pues no habria ningtn tipo de interferencia ni competencia
en la generacién de anticuerpos (Donofrio et al., 2006).

Otra alternativa ampliamente explorada ha sido el uso de vectores adenovirales que
expresen glicoproteinas del BHV-1. Estos vectores han sido desarrollados usando como
principal modelo el adenovirus humano 5 (hAdS5), el cual es un excelente sistema para
la expresion de antigenos; desarrollandose dos tipos de vectores de acuerdo a su capa-
cidad replicativa (replicativos y no replicativos). Sin embargo, los no replicativos han
sido principalmente usados por ser altamente seguros (Fig. 3). Pappetal., 1999, usando
un modelo de rata algodonera (Sigmodon hispidus), evaluaron la respuesta inmunolégica
inducida por dos tipos de vectores adenovirales previamente desarrollados, los cuales
expresaban la gD del BHV-1, uno de ellos replicativo (Mittal et al., 1996) y otro no repli-
cativo (van Drunen Littel-van Den Hurk et al., 1993), encontrando que los replicativos
fueron més eficientes que los no replicativos para inducir presencia de anticuerpos tanto
en el suero como en el tracto respiratorio de los individuos inmunizados por via
intranasal. Ademads, la inmunizacién intranasal con adenovirus replicativos demostré
completa proteccién ante el reto con el BHV-1, mientras que la inmunizacién con el
adenovirus no replicativo solo indujo una proteccién parcial.

Contradictoriamente, Gogev et al., 2002, usando un modelo bovino, encontraron que
la mejor respuesta de anticuerpos neutralizantes anti-gD del BHV-1 se lograba al in-
munizar terneros con un adenovirus no replicativo el cual expresaba la gD del BHV-1
bajo el control del promotor del citomegalovirus humano, encontrando que los terneros
inmunizados con este vector y retados con el virus tres semanas después de una segunda
inmunizacién por via intranasal, tenfan una buena proteccién clinica luego del reto,
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Figura 3. Vectores adenovirales que expresan la glicoproteina D del BHV-1. Los adenovirus
replicativos tienen deleccién de la regién temprana de transcripcién E3 la cual no es esencial para su
replicacién. Si el virus recibe ademas una deleccién de la regién temprana E1, la cual es esencial para
su replicacién, pierde su capacidad replicativa. Aunque sean incapaces de replicarse in vivo, estos
adenovirus son capaces de inducir inmunidad para el producto génico insertado (gD del BHV-1)
luego de una inmunizacién sistémica.

altos niveles de anticuerpos neutralizantes, aun mayores que los inducidos por una
vacuna comercial atenuada, y una reduccién significativa en la excrecién de virus luego
del reto. Ademas se evidencié que los individuos inmunizados con este vector desarro-
llan una prevalencia muy baja de anticuerpos antiadenovirus, postuldandose asi como
una de las alternativas vacunales mas prometedoras en el campo veterinario (Gogev et
al., 2004b). Sin embargo, estudios recientes utilizando microscopia de inmunofluo-
rescencia, microscopia confocal y RT-PCR, para evaluar la distribucién de la gD en
tracto respiratorio de terneros luego de la inmunizacién con el mencionado vector,
evidenciaron una expresién transitoria de la proteina (solo 5 dias), la cual se limitaba a
las células epiteliales localizadas en el epitelio de la mucosa nasal, sugiriendo la nece-
sidad de un adyuvante que mejore la eficiencia del vector para generar una mejor
inmunidad y una mejor expresién de la gD del BHV-1 (Gogev et al., 2004a).

Sin embargo, no solo se han utilizado vectores adenovirales de origen humano; también
se ha desarrollado un vector adenoviral de origen bovino (BAdv-3); éste es un miembro
del género Mastadenovirus, familia Adenoviridae, el cual ha sido involucrado en casos de
infecciones subclinicas de tipo respiratorio y entérico (Reddyetal., 1999); el vector desa-
rrollado a partir de este, es un adenovector replicativo y puede expresar la gD del BHV-
1, y su evaluacién en un modelo de rata algodonera inmunizada por la via intranasal
demostré que generaba una fuerte respuesta de inmunoglobulinas especificas tipos 1gG
e IgA anti gD y anti BAdv-3 (Zakhartchouk et al., 1998). Adicionalmente, se ha demos-
trado que es un buen vector para generar inmunidad anti-gD en bovinos vacunados
intranasalmente, llevando a la generacién de anticuerpos especificos anti-gD en suero y
secreciones nasales de los terneros y reduciendo la excrecién de virus y la presentacién
clinica luego del reto con virus de campo; aun en individuos vacunados y con altos
niveles preexistentes de anticuerpos anti BAdv-3 (Zakhartchouk et al., 1999).
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Posteriormente, el mismo grupo de investigacién desarrollé un BAdv-3 no replicativo
que expresaba la gD del BHV-1; su evaluacién en un modelo bovino demostré utili-
zando inmunizacién intratraqueal que al compararlo con el BAdv-3 replicativo expre-
sando la misma gD, induce bajos niveles de anticuerpos neutralizantes sistémicos y
aunque induce una respuesta anamnésica ante el reto, la tasa de anticuerpos especificos
en suero y en secreciones nasales es superior para el BAdv-3 gD replicativo, indicando
que posiblemente, este tipo de vector y de via de administracién no sean las mas
efectivas para conseguir una buena respuesta inmune y controlar el BHV-1 en campo
(Reddy et al., 2000).

En 1998, se reporté el desarrollo de un baculovirus (Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus) como un sistema de expresién de las gC, gB y gD del BHV-1 in vitro
en células de insecto, tratando de maximizar los sistemas de expresién de proteinas
con objetivos diagnésticos (Abdelmagid et al., 1998a) y como sistemas de produccién
de subunidades vacunales proteicas (Abdelmagid et al., 1998b). Este adelanto fue
aprovechado por el Instituto de Biotecnologia del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria - INTA (Castelar, Argentina), para desarrollar Baculovirus recombi-
nantes como inmundégenos que llevan en su superficie moléculas quiméricas entre la
glicoproteina de superficie gp64 del baculovirus y la gD derivada del BHV-1; este virus
puede ser usado como estructura transportadora de antigenos heterélogos, y es po-
sible formular vacunas con antigenicidad aumentada debido a su naturaleza par-
ticulada, a la presentacién multimérica de los epitopes y a la conformacién adecuada
de los antigenos en la superficie del virién (Peralta et al., 2006; Fig. 4). Este grupo de
investigadores logré inducir anticuerpos capaces de neutralizar el virus in vitro, luego
de inmunizar ratones BALB/c con 5 x 10° unidades formadoras de placa del recombi-
nante. Ademads, la respuesta humoral medida por la técnica de ELISA fue diez veces
mayor que la registrada para los ratones inmunizados con una vacuna inactivada
comercial, indicando que la gD expresada en los viriones es altamente inmunogénica.
Considerando que los Baculovirus son incapaces de replicarse en células de mamifero,
se asume que los mamiferos no tienen una respuesta inmune preexistente a estos
vectores, lo cual amplia la seguridad de este vector (Peralta et al., 2007). Actualmente
este recombinante se encuentra, en fase de evaluacién en terneros; sin embargo la
dificultad para obtener un grupo homogéneo de animales seronegativos al BHV-1 en
Argentina ha dificultado la evaluacién a los investigadores.

Figura 4. Inmunomarcaje con oro de un baculovirus recombinante el cual
expresa la gD del BHV-1 fusionada a una de sus glicoproteinas (gp64). Note
la localizacién de la proteina de fusién gp64/gD en la superficie del virién, la
cual se marcé con un anticuerpo monoclonal anti-gD seguido por un
anticuerpo IgG conjugado con oro. La barra representa 50 nm. Tomado de
Peralta A et al., 2006.
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VACUNAS DE SUBUNIDADES GENICAS SUBUNIDADES PROTEICAS

Paralelamente con estos desarrollos, una fuerte corriente ha crecido en la produccién
de vacunas recombinantes enfocandose principalmente en la produccién de vacunas de
subunidades, las cuales no tienen potencial de replicacién y por tanto no poseen nin-
gun riesgo bioldgico en su aplicacién y se descartan las probabilidades de recombina-
cién con cepas de campo (Fig. 5). Estas vacunas deben ser aplicadas via intradérmica,
dado que por via intramuscular no inducen una respuesta inmune eficiente, pues éstas
deben entrar directamente al sitio donde puedan ser reconocidas por células presen-
tadoras de antigeno, principalmente células dendriticas, las cuales se encuentran mayor-
mente en el espacio intradérmico (van Drunen Littel-van Den Hurk et al., 1993; van
Drunen Littel-van Den Hurk et al., 1998). Si bien los primeros ensayos de este tipo de
vacunas mostraron poca eficiencia en bovinos (Cox et al., 1993), los dltimos ensayos
han logrado alcanzar grados de proteccién eficientes ante un nuevo reto con el virus
(van Drunen Littel-van Den Hurk, 2006). En los comienzos, se logré vacunar los ani-
males con una versién truncada de la gD, la cual estaba truncada en el aminodcido 355,
eliminando asi el dominio de anclaje de membrana; ésta versién truncada de la proteina
fue expresada en células MBDK bajo el control del promotor del gen bovino heat shock
protein 70A (hsp70; Kowalski et al., 1993); este sistema permitié alcanzar niveles de
proteccién éptimos en bovinos. Casi una década mds tarde, Pontarrollo et al., 2002,
demostraron que el uso de la forma truncada de la gD de BHV-1 en un vector cuyo
esqueleto habfa sido modificado adiciondndole un nimero controlado de oligodeoxi-
nucledtido CpGs, aumentaba la generacién de respuestas inmunes celular y humoral
eficientes en un modelo bovino. El mismo grupo de investigadores logré demostrar que
esta formulacién de subunidad génica en combinacién con Emulsigen®, un aceite
mineral en solucién acuosa y un oligodeoxinucleétido CpG, inducian un incremento en
la respuesta inmunitaria llegando a la proteccién completa contra la infeccién y contra
la enfermedad. Recientemente investigadores de la Universidad de Saskatchewan de-
mostraron que esta formulacién, es capaz de inducir anticuerpos neutralizantes pro-

Vacuna de subunidades génicas
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Figura 5. Desarrollo de una vacuna recombinante de subunidades génicas la cual expresa la gD del
BHV-1. La glicoproteina viral es amplificada y clonada en un vector plasmidico el cual se amplifica y
purifica para ser usado como inmundgeno usando la via intradérmica.
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tectores aun en presencia de anticuerpos maternales circulantes (van Drunen Litter-van
Den Hurk et al., 2008).

Aunque esta aplicacion es una referenciada internacionalmente, 10 afios atrds se
habfa reportado un método para inmunizar animales con glicoproteinas virales, las
cuales generaban una inmunidad sistémica parcial luego de la inyeccién intramuscu-
lar o de la administracidn intranasal de las tres glicoproteinas mayores gB, gCy gD
junto con un adyuvante efectivo (Zhu y Letchworth, 1996). Similarmente, se ha des-
crito que el uso de recombinantes de gD de BHV-1, utilizando una variante secretora
de dicha glicoproteina viral induce una mayor respuesta inmune en bovinos que la
versién recombinante que usa la forma completa de la gD; ademads, se ha descrito que
aunque gC del BHV-1 es una de las glicoproteinas mayores, su uso como recombi-
nante en vacunas genera menor titulo de anticuerpos neutralizantes in vivo. Por otra
parte, los investigadores han intentado generar vacunas utilizando otros componen-
tes del virus como la proteina VP8, la cual es el componente mds abundante al interior
de los viriones y se localiza en el tegumento del BHV-1 entre la nucleocdpside y la
envoltura y ha demostrado tener un papel importante en la generacién de inmunidad
celular. Sin embargo, aunque el recombinante de VP8 induce mayor linfoproliferacion
y produccién de INF-y que los recombinantes de gD y gC, los titulos de anticuerpos
neutralizantes in vivo no alcanzan a ser significativamente diferentes de los controles
sin vacunacién y son muy inferiores a los generados por los recombinantes que usan
gD (Toussaint et al., 2005). Estos resultados sugieren que el uso de la versién se-
cretora de la gD es el mejor candidato para generacién de una respuesta inmune
neutralizante de la infeccién y plantean la necesidad de usar adyuvantes que mejoren
la respuesta celular necesaria para proporcionar proteccién a largo plazo.

Teniendo en cuenta que las vacunas de subunidades génicas inducen predominan-
temente una respuesta inmune humoral (van Drunen Littel van Den Hurketal., 1993),
multiples grupos de investigacién han trabajado en el desarrollo nuevos métodos para
hacer mas efectiva la inmunizacién con DNA usando diversos adyuvantes, a fin de
conseguir la generacién de un respuesta éptima tanto a nivel humoral como celular.
Teniendo en cuenta que los lipopolisacdridos bacterianos son agentes con un alto
potencial inmunomodulador y con propiedades adyuvantes ampliamente descritas,
aun cuando son administrados en sitios y tiempos diferentes en los cuales se aplica el
antigeno, Zamorano et al., 2002 reportaron el uso del RN-205, un inmunomodulador
generado a partir de fracciones ribosomales y fracciones de membranas ricas en lipo-
polisacdridos provenientes de una cepa de baja patogenicidad de E. coli demostrando
un incremento significativo en la respuesta inmune celular, cuando se administra en
combinacién con plasmidos que codifican para diferentes versiones de la gD de BHV-
1, convirtiéndose en uno de los adyuvantes mds atractivos para obtener inmunidad
celular y humoral eficientes luego de la vacunacién con vacunas de subunidades
génicas del BHV-1 (Zamorano et al., 2002).

CONCLUSION

La infeccién por el BHV-1 es una de las mas devastadoras en la industria bovina y su
prevencién y control ha siso fundamental en los procesos de desarrollo de las diferentes
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ganaderias tanto a nivel nacional como internacional. En este proceso de prevenir la
infeccién se han utilizado todas las herramientas que la virologia ha desarrollado,
desde la inactivacién quimica de agentes virales hasta el desarrollo de agentes
recombinantes con capacidad para presentar e inmunizar contra productos génicos
fordneos introducidos al nivel molecular en su genoma.

Aunque en América Latina ha avanzado fuertemente en estos desarrollos vacunales,
Colombia en la actualidad, cuenta con vacunas comerciales que podriamos denominar
de primera generacién (inactivadas y modificadas); ninguna de las vacunas comerciales
que se encuentra en el pais incluye en su formulacién cepas locales y se suma a esto que
en el pais no se han realizado evaluaciones del grado de inmunogenicidad y de seguri-
dad de las vacunas para el BHV-1 presentes en el pafs. Teniendo en cuenta que todas
las vacunas nacionales para bovinos se encuentran en formulacién polivalente (Tabla
1), es de vital importancia la evaluacién epidemioldgica de la presencia e impacto de los
demds agentes virales y bacterianos presentes en los bioldgicos de venta nacional, para
poder asi tener herramientas para decidir si son necesarios los polivalentes o si debemos
proponer la comercializacién de biolégicos monovalentes dtiles a las condiciones de los
diferentes tipos de explotaciones ganaderas del pais.

Sumado a esta problemdtica nacional, vemos con gran preocupacién la introduccién
reciente al pafs de vacunas a virus vivo modificado, las cuales a pesar de inducir una
inmunidad eficiente como se mencioné anteriormente, pueden acarrear graves pro-
blemas como la induccién de latencia de cepas vacunales, recombinacién de cepas
vacunales con cepas de campo entre otras, hechos que hardn mdas complicada la
epidemiologia de esta infeccién en el pais. Es por tanto, el drea de la generacién y eva-
luacién de vacunas una de las dreas de investigacién en las cuales se debe invertir gran
cantidad de esfuerzos, tratando asi de preveniry (en un futuro no muy lejano) pensar
en erradicar una de las infecciones virales que genera mayor cantidad de pérdidas
econémicas al sector pecuario nacional.
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