NOTAS TECNICAS

Diarrea Viral Bovina

Parte II. Una nueva herramienta para el control

Por Demian Bellido , Josefina Baztarrica”, Viviana Parrefio” y Andrés Wigdorovitz .

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB)
causa importantes pérdidas econdmicas en nues-
tro pais. Est4 asociado a una variedad de cuadros
clinicos que ocasionan problemas respiratorios,
reproductivos, gastrointestinales y que pueden lle-
gar incluso a la muerte del animal. Como se des-
cribi6 en la primera parte de esta nota, el control
de este virus es posible con un plan sanitario basa-
do en tres pilares: 1) la vacunacién de los anima-
les susceptibles; 2) la eliminacién de los animales
persistentemente infectados; y 3) medidas de bio-
seguridad que eviten que el virus ingrese al rodeo.

En esta segunda parte, presentamos el desarro-
llo de una vacuna totalmente innovadora indicada
para el control del vDVB, que fue lanzada recien-
temente al mercado por Bioinnovo y el laborato-
rio Vetanco SA. Hasta ahora la totalidad de las
vacunas contra el vDVB disponibles eran vacu-
nas tradicionales, a virus entero inactivado.
vedevax BLOCK es la primera vacuna de nueva
generacioén disponible en el mercado nacional
contra esta enfermedad. Posee, a su vez, ciertas
caracteristicas que la hacen Gnica a nivel mun-
dial: es una vacuna a Subunidad Direccionada.

Vacunas a Subunidad

Las vacunas a subunidad son aquellas en las
que no esta presente el microorganismo comple-
to, sino solo una fraccién del mismo. En este
caso, para la formulacién de vedevax BLOCK se
utiliza la proteina E2 del vDVB, que es una pro-
tefna de la cdpside externa del virus, que tiene
una gran importancia en la replicacién viral ya
que se une a los receptores celulares y media la
entrada del virus a las células. Adem4s, en su
estructura, se encuentran sitios antigénicos que
son capaces de inducir una respuesta inmune
protectora (Figura 1) ®?.

Figura 1. Imagen esquematica del Virus de la Diarrea Viral
Bovina, donde se encuentra ampliada la proteina E2.

Virus de la Diarrea
Viral Bovina
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Una de las caracteristicas que tienen en comin
todas las vacunas a subunidad es la ausencia de
material genético: no hay ADN ni ARN del
microorganismo en la formulacién. Esto es muy
importante, ya que las hace totalmente seguras,
no hay riesgo de falla de inactivacion, reversion a
la virulencia o recombinacién con cepas de
campo. Las vacunas a subunidad tienen, a su vez,
una serie de ventajas. Entre las principales pode-
mos destacar que son estables, seguras y permiten
diferenciar animales vacunados de animales infec-
tados, por lo que se las conoce como vacunas mar-
cadoras o vacunas con capacidad DIVA por sus
siglas en inglés (Differentiation of Infected from
Vaccinated Animals) *.

Por otro lado, las vacunas a subunidad también
han presentado a lo largo de los afios una serie de
desventajas histéricas y la que podemos destacar
como principal es la baja inmunogenicidad relati-
va. Esto se debe, en parte, a su pequefio tamafio,
como qued6 demostrado en las experiencias reali-
zadas por el Dr Nieba ”. En ellas se inmunizaron
ratones con una proteina viral que puede formar
estructuras mas o menos complejas de acuerdo a
las condiciones del medio. La proteina puede estar

(1) Vetanco SA.
(2) Incuinta, CICV y Alnta.
(3) Bioinnvo SA.
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en forma de proteina soluble, micelas o formar la
cépside entera del virus. Inocularon ratones con la
misma masa de protefna en cada uno de los tres
estados y lo que observaron fue que a medida en
que aumentaba el nivel de organizacién y el tama-
flo, aumentaba también la respuesta inmune gene-
rada (Figura 2).

Figura 2. Relacién estructura-inmunogenicidad. Asocia-
cién entre el grado de organizacién de la proteina
VSV-Gy la respuesta inmune humoral inducida.
Muestra 1: Proteina Soluble; Muestra 2: Micelas;
Muestra 3: Capside Viral. Modificado de Nieba, L.y col.,
(2000) (7).
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Esto se debe principalmente a la forma en que
ha evolucionado el sistema inmune. Antiguamente
se crefa que el sistema inmune estaba preparado
para diferenciar lo propio de lo no propio, sin
embargo, estudios més recientes han demostrado
que el sistema inmune ha evolucionado para reco-
nocer lo peligroso de lo no peligroso ©. Es por esto
que el sistema inmune responde de una manera
mds eficiente cuando encuentra estructuras més
complejas -que normalmente estdn relacionadas
con patdgenos- que frente a pequefias proteinas
solubles

La subpoblacién de glébulos blancos que se
encarga de reconocer los antigenos circulantes y
dar comienzo a la respuesta inmune especifica
son las células presentadoras de antigenos
(CPA). Hay distintas células que tienen funcién
presentadora, como los monocitos, los macréfa-
gos y los linfocitos B, pero cuando se habla de
CPA, se refiere sobre todo a las células dendriti-
cas (Figura 3).

Las células dendriticas, son células muy inte-
resantes, ya que son las principales CPA y tienen
la capacidad de captar antigenos foraneos, proce-
sarlos (esto es digerirlos y “romperlos” en pedaci-
tos mds chicos) y presentar estos antigenos pro-
cesados a los linfocitos T y B para activarlos y de
esta manera dar comienzo a la respuesta inmune
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especifica"?. Es por esto que se suele caracterizar
a las células dendriticas como la unién entre la
respuesta inmune innata y la especifica .

Figura 3. Representacién esquematica de una célula
dendritica. Se pueden observar las prolongaciones
caracteristicas en forma de dedo de donde deriva su
nombre. En verde se representan las moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase Il.

En los tltimos afios, estas células han desperta-
do gran interés entre los inmundlogos de todo el
mundo, debido a que la interaccién célula dendri-
tica-linfocito es determinante para el desarrollo
posterior de la respuesta inmune. Es por esto que
se dice que las células dendriticas son como los
directores de orquesta de la respuesta inmune .

La pregunta que surgié en este punto fue:
{cémo podemos hacer una vacuna a subunidad
aprovechando todas las ventajas que presentan
pero que, a su vez, sea capaz de activar de mane-
ra eficiente al sistema inmune? La respuesta fue
el direccionamiento de la proteina E2.

Vacuna Direccionada

La siguiente caracteristica que hace a vedevax
BLOCK una vacuna tnica en el mundo es que se
trata de una vacuna direccionada. El direcciona-
miento antigénico es una herramienta mediante
la cual un antigeno, en este caso de la proteina
E2 del vDVB, es dirigido hacia algin blanco o
punto estratégico, con la misién de incrementar
la duracién e intensidad de la respuesta inmune
inducida.

Como mencionamos previamente, las células
presentadoras de antigeno en general, y las célu-
las dendriticas en particular, estdn en el centro
mismo de la respuesta inmune y fueron el blanco

elegido para direccionar la nueva vacuna. El
direccionamiento se logré mediante la fusion de
la protefna E2 con la molécula direccionadora
APCH para formar una tnica proteina, como se
puede apreciar en la Figura 4.

Figura 4. Estructura tridimensional de la proteina
direccionada APCH E2. Esta proteina es la base de
vedevax BLOCK

Proteina E2

N

La molécula APCH es un anticuerpo de sim-
ple cadena que tiene la capacidad de unirse al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de
Clase II (CMH II). Como el CMH II solo se
expresa en las células presentadoras de antigeno
del sistema inmune, la proteina E2 al estar unida
al APCH es dirigida directamente a estas células,

como se puede observar en la Figura 5% .

Figura 5. Interaccion de la proteina APCH-E2 con las
células dendriticas. La interaccién se produce por la
unién de la molécula APCH al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad de clase Il (MHC II) presente en la
superficie de las células dendriticas.

Proteina
APCH-E2

Célula Dendritica

Mediante esta estrategia se logré generar una
vacuna que cuenta con todas las ventajas de las
vacunas a subunidad, pero que a su vez es capaz
de activar de manera muy eficiente al sistema
inmune, capaz de generar una respuesta de anti-
cuerpos neutralizantes muy potente y de larga
duracién en el animal vacunado, consiguiendo
evitar la principal desventaja que han presentado
histéricamente las vacunas a subunidad *.

Con el objetivo de evaluar la performance de
la vacuna se realiz6 una experiencia en bovinos
adultos, como se describe a continuacién.
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Disefio experimental

Se realiz6 una evaluacién en condiciones de
campo de la nueva vacuna. Para ello se trabajo
con 18 animales adultos de raza Angus. Los ani-
males se dividieron aleatoriamente en tres grupos
antes de dar comienzo a la prueba: 6 animales fue-
ron vacunados con vedevax BLOCK, 6 animales
se inocularon con una vacuna de referencia de
SENASA vy 6 Testigos que fueron inyectados con
solucién salina. La experiencia se realizé en las ins-
talaciones del INTA de Castelar, que es un campo
libre de vDVB. Se realizaron dos inmunizaciones
en los dfas O y 30, por via subcuténea en la tabla
del cuello.

Materiales y Métodos

Las muestras fueron remitidas al Instituto de
Virologia del INTA de Castelar para su analisis.
Los sueros se analizaron por Virus Neutralizacion.
Anélisis estadistico: Test de Anova de medidas
repetidas en el tiempo.

Resultados

En el Figura 6 se presenta la cinética de res-
puesta de anticuerpos de los tres grupos en estu-
dio evaluada por neutralizacion viral.

Como se puede observar en la Figura 6, los
animales del Grupo vedevax BLOCK respondie-
ron de manera muy eficiente a la vacunacién,
alcanzando titulos de anticuerpos neutralizantes

de més de 16000. Por su parte los animales vacu-
nados con la vacuna de referencia de SENASA,
que es una vacuna cldsica a virus inactivado,
alcanzaron titulos de 100. Los animales del grupo
Testigos que recibieron solucién salina, se man-
tuvieron negativos durante toda la experiencia,
por lo que podemos asegurar que no hubo circu-
lacién viral durante el periodo que duré la prue-
ba. Tradicionalmente los titulos neutralizantes se
expresan en valores logaritmicos, si utiliziramos
esa escala, 16000 que es el valor promedio méxi-
mo de los animales inoculados con vedevax
BLOCK serfa 4,2, mientras que 100, que fue el
méximo valor maximo alcanzado por la vacuna
de referencia de SENASA, seria 2.

A su vez, se puede observar que los animales
del grupo vedevax BLOCK presentaron titulos
que correlacionan con proteccién (titulos neu-
tralizantes mayores a 2) durante todo el afio con
solo dos inmunizaciones, mientras que el grupo
que recibié la vacuna tradicional los titulos
comenzaron a decaer a partir del dia 90 ©.

Analisis y Discusién

El desarrollo de vedevax BLOCK constituye
un hito en la historia de la vacunologia veterina-
ria a nivel mundial, ya que es la primera vacuna
direccionada disponible para uso en bovinos.
Esta vacuna esta indicada para la lucha contra el
Virus de la Diarrea Viral Bovina, un virus que

Figura 6. Cinética de respuesta de anticuerpos analizados por Virus Neutralizacion. Azul: vedevax BLOCK. Rojo:
Vacuna Referencia de SENASA,; Gris: Testigos. Las flechas indican los momentos de vacunacién, dias 0 y 30. El
Titulo Neutralizante se expresa como la maxima dilucién a la que una muestra es considerada positiva. La linea
verde indica el titulo relacionado con proteccion (1) “*” indica diferencias significativas (P<0,01).
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causa pérdidas econémicas por més de 100 millo-
nes de ddlares por afio solo en nuestro pais ©.

Como hemos visto, se trata de una vacuna
totalmente novedosa, con una tecnologia com-
pletamente distinta a la que utilizan las vacunas
tradicionales disponibles en el mercado. Es una
vacuna disefiada racionalmente para interactuar
con el sistema inmune en un momento clave de
la respuesta inmune, como es la presentacién
antigénica. Gracias a esta interaccién y a la acti-
vacion de las células presentadoras de antigenos,
es capaz de inducir una respuesta inmune muy
potente, que se refleja en la gran intensidad y
duracion de los anticuerpos neutralizantes que se
generan a partir de la vacunacion.

El hecho de ser una vacuna a subunidad
direccionada, racionalmente disefiada, impacta
directamente en su capacidad para inducir pro-
teccion frente al vDVB. Se ha reportado que los
animales con titulos de anticuerpos neutralizan-
tes mayores a 40, se encuentran protegidos con-
tra este virus . Con vedevax BLOCK, todos los
animales en estudio, presentaron titulos de anti-
cuerpos neutralizantes mayores a este valor, a
partir de la primera inoculacién y por los doce
meses que dur6 la experiencia. Este efecto no se
observé con la vacuna tradicional, donde la res-
puesta inmune fue mucho menor, tanto en inten-
sidad como en duracién. Los doce meses de pro-
teccién que confiere la vacunacién permiten evi-
tar maniobras y encierros, ya que es posible utili-
zar un plan de vacunacién en los que se apliquen
dos dosis en la primo-vacunacién y luego un solo
refuerzo anual.

Por todo lo expuesto, consideramos que vede-
vax BLOCK constituye una herramienta funda-
mental para luchar contra este virus que es res-
ponsable de pérdidas muy importantes para a la
industria ganadera nacional.
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