L

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff*: CORE

provided by Repositorio Institucional de la Universidad de Cérdoba

LENGUA AZUL: VACUNAS, INMUNOMODULADORES E
INMUNIDAD PROTECTORA

P.J. SANcHEZ CORDON!'', M. PEDRERA', B. RODRIGUEZ-SANCHEZ?, E. RUiZ-VILLAMOR?,
M.A. RisaLpge!, V. MoLina!, L. M. Gayosso?!, J. M. SANCHEzZ-VizcaiNnog?, J.C.
GOMEZ-VILLAMANDOS!

RESUMEN

La Lengua Azul, estd producida por un virus ARN del género Orbivirus (familia
Reoviridae), considerado como el virus prototipo de este género, del que se conocen al
menos 24 serotipos diferentes, no todos patégenos, entre los que no existe inmunidad
cruzada, lo que dificulta las estrategias de vacunacién. En las dos tltimas décadas, y
mds recientemente desde el verano de 2006, esta enfermedad ha provocado impor-
tantes pérdidas econémicas, no sélo en las zonas de Europa periédicamente afectadas
como los paises de la cuenca Mediterrdnea, sino practicamente en toda Europa. Los
planes de vacunacién puestos en marcha por las autoridades sanitarias, han revelado
la existencia de reacciones adversas, asi como la falta de protecciéon de las vacunas
en un elevado porcentaje de casos. En este trabajo pretendemos poner de manifiesto
la importancia de conocer los mecanismos inmunoldgicos que se desarrollan tanto
en animales infectados como en animales vacunados. Los mecanismos de accién de
cada uno de estos serotipos varfan completamente dependiendo de la especie y de la
raza afectada. Hasta la fecha son escasos los trabajos in vivo que hayan centrado sus
esfuerzos en una caracterizacién pormenorizada de los mecanismos patogénicos y de
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la repuesta inmune de cada uno de los serotipos patégenos en las principales especies
afectadas por la enfermedad. Sélo con el conocimiento de los mecanismos de accién
del virus y con el estudio de los mecanismos que controlar y modulan la respuesta
inmune podremos desarrollar herramientas (nuevos adyuvantes, aplicacién de in-
munomoduladores, etc) que nos permitan mejorar la vacunas existentes, reduciendo
las reacciones adversas que producen y potenciando su proteccién.

INTRODUCCION

La incursién del virus de la Lengua Azul (vLA) en la Europa Mediterrdnea
inicialmente y en el norte de Europa a partir de 2006, ha provocado un considerable
impacto econémico negativo, tanto por las pérdidas econémicas directas derivadas de
lamortalidad de los animales y de la reduccién de la productividad de las explotacio-
nes afectadas, como por la prohibicién total del transporte de animales entre regiones
infectadas y no infectadas. Previamente a los brotes aparecidos en Europa, algunos
estudios estimaban las pérdidas econdmicas causadas por esta enfermedad entorno a
unos 3 billones de délares por afio (1). Con el objetivo de limitar las pérdidas directas,
de minimizar al maximo la circulacién del vLA y de permitir el movimiento seguro de
animales, las autoridades sanitarias de los paises europeos afectados emprendieron
la vacunacién de la cabafia ganadera susceptible de la enfermedad acorde con sus
politicas nacionales individuales, la distribucién geografica de los serotipos del vLA
existentes y la disponibilidad de vacunas apropiadas (2).

En Espafia, inicialmente la vacunacién (con vacunas vivas modificadas, las tni-
cas disponibles comercialmente en ese momento), s6lo se aplicé a ovejas de las Islas
Baleares (2001-2003) (2). Sin embrago, a consecuencia de los brotes de Lengua Azul
(LA) detectados en el sureste de la Peninsula Ibérica, desde el afio 2003 se aplicé un
Programa Nacional de Vigilancia y Control de la Enfermedad basado en estudios sero-
l6gicos y entomoldgicos aleatorios. Esta vigilancia se reforzé mediante la vacunacién
de las especies susceptibles que pertenecian a las zonas restringidas y limitrofes de la
enfermedad (3). Finalmente, en el afio 2008 se establecieron los cuatro ejes principales
de actuacién del Programa de Control y Erradicacién: vacunacién obligatoria de los
animales de las especies sensibles, vigilancia serolégica, vigilancia entomolégica e
inspecciones clinicas en ganado ovino en todo el territorio espafol.

Las vacunas desarrolladas y aplicadas actualmente en la Unién Europea son
vacunas inactivadas, las cuales muestran un elevado grado de seguridad y eficacia.
Estas vacunas estdn desarrolladas a partir de virus genéticamente inerte, lo que im-
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pide su replicacion en los animales vacunados, asi como la aparicién de viremia, la
recombinacién de virus vacunal y de campo, la transmisién de virus por el vector y
los posibles efectos teratégenos del virus en animales gestantes. Este tipo de vacunas
confieren una intensa inmunidad protectora especifica de serotipo de larga duracién,
requiriendo normalmente de la aplicacién de dos dosis vacunales (2,4); actualmente
también existen vacunas inactivadas bivalentes (5). Sin embargo, la diferenciacién
entre animales infectados y vacunados (DIVA), aunque parece tedricamente posible,
atn no se ha conseguido con este tipo de vacunas, 1o que condiciona el movimiento de
animales. Entre las desventajas potenciales de estas vacunas destacan: (I) su elevado
costo de produccién; (II) la gran cantidad de antigeno necesaria para la vacunacién;
(IIT) la necesidad de inmunizaciones de refuerzo, ya que generalmente estas vacunas
inactivadas inducen una inmunidad relativamente transitoria. Aunque estas vacunas
son caras de producir y su uso es limitado, constituyen la mejor opcién disponible
en funcién de su eficacia/seguridad, si bien s6lo estan disponibles frente a algunos
serotipos (6).

POSIBLES REACCIONES ADVERSAS DERIVADAS DE LA VACUNACION FRENTE
AL VLA

En distintas reuniones y foros cientificos celebrados recientemente (XXI Reunién
de la Sociedad Espariola de Anatomia Patolégica Veterinaria y XXV1I Meeting of the European
Society of Veterinary Pathology, 2009), se expusieron y discutieron una serie de aspec-
tos relacionados con la vacunacién de ovejas frente a los distintos serotipos del vLA
incluidos en los programas de control y erradicacién de la enfermedad. Dichos foros
constataron, desde un punto de vista cientifico, un hecho que gran parte del sector
ovino venia denunciando, y que estaba relacionado con la aparicién de un sindrome
neuroldgico asociado a una reaccién adversa frente a las vacunas empleadas (serotipos
1y 8 del vLA), que aparecia entre 4-6 dias después de la vacunacién en animales que
habian recibido mds de una dosis de vacuna. Este sindrome neuroldgico se caracterizé
por la presencia de convulsiones, incoordinacién, pedaleo, opistétonos, pérdida de
visién (sin afectacion del globo ocular), nistagmo, bruxismo e hipersalivacién. Algunos
de los animales que se recuperaban mantenian, durante algunos dias, cierto grado de
desorientacién y apatia. Entre las lesiones encontradas destacé la presencia de una
meningoencefalitis aguda, con presencia de manguitos perivasculares constituidos
por neutroéfilos, eosindfilos, linfocitos y plasmocitos; ademads se observaron cambios
vasculares (hiperemia, edemas y hemorragias) (7). En cuanto al porcentaje de inci-
dencia no existe consenso. Asf, mientras que el sector farmacéutico maneja cifras de
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una incidencia casi insignificante (4 reacciones adversas /100000 dosis aplicadas en
ovejas) (8), otras fuentes indican una incidencia mucho mayor con afectacién de un
elevado namero de explotaciones (7).

Igualmente, numerosos rebafios ovinos repartidos por toda la geografia nacional,
se han visto afectados por un sindrome caquectizante crénico. La sintomatologia
aparecia entre 7 y 60 dias después de la administracién de la tltima dosis de vacuna,
normalmente en animales que habian recibido varias dosis. El cuadro clinico se carac-
teriz6 por presentar trastornos de tipo nervioso (inquietud, movimientos constantes
de los animales encerrados, mordiscos a la lana de otras ovejas), pérdida de peso
sin anorexia, disminucién de la produccién lactea y una fase final con ataxia, falta
de respuesta a estimulos, postracién sin convulsiones o pataleos y muerte. El mal
aspecto de la lana, junto a la caquexia, hizo que los animales presentaran una mala
condicién corporal. Sin embargo, la ingesta de los animales afectados lejos de dismi-
nuir se mantuvo o incluso aumenté. Los animales tan sélo presentaron una atrofia
serosa de la grasa y microscépicamente no se observaron lesiones de relevancia en
el sistema nervioso central ni en ninguna otra localizacién (9). En cuanto a las cifras
de incidencia, de nuevo no existe un acuerdo. Algunos trabajos sefialan la afectacion
tanto de animales jévenes como de adultos, llegandose a alcanzar una morbilidad de
hasta el 80% y una alta mortalidad, especialmente a medida que avanzé el proceso
(9). Datos procedentes de la industria farmacéutica sefialaron que, pese a existir una
baja incidencia (17 reacciones adversas/ 100000 dosis aplicadas en ovejas), se produjo
una alta mortalidad que alcanz6 hasta el 18.5% (8).

A la vista de estos resultados, parece obvio que estas reacciones adversas estu-
vieron relacionadas espacial y temporalmente con los procedimientos vacunales. Sin
embargo, se desconocen los mecanismos que inducen dichas reacciones. Ademds,
estamos ante dos reacciones adversas totalmente diferentes. Asi, mientras que el sin-
drome neurolégico es un proceso agudo de cierto componente alérgico, en sindrome
caquectizante crénico se manifiesta de manera insidiosa, desconociéndose por com-
pleto cuales son los mecanismos que interaccionan en su instauracién.

Trabajos experimentales llevados a cabo (en ovino y vacuno) en condiciones
de laboratorio controladas, previamente a la aplicacién de las vacunas inactivadas
en campo, pusieron de manifiesto su seguridad. Este tipo de vacunas no indujeron
reacciones sistémicas relacionadas con la vacunacién (fiebre, pérdida de peso, disfun-
ciones reproductivas, etc), si bien algunas indujeron reacciones locales transitorias en
el lugar de inoculacién de importancia variable (media o moderada), con diferente
frecuencia (de inusual a comtn), alteraciones que normalmente desaparecieron an-
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tes de los 3 difas tras su aplicacién, y que s6lo en algunos casos aislados persistieron
durante 1-2 semanas (2).

ASPECTOS GENERALES Y HETEROGENEICIDAD DEL VLA

LaLengua Azul (LA) es una enfermedad infecciosa no contagiosa de distribucién
mundial, que afecta tanto a rumiantes domésticos como salvajes con importantes
diferencias segtin las especies afectadas y que se incluye en la antigua lista A de la
Oficina Internacional de Epizootias (OIE). Estd producida por un virus ARN del género
Orbivirus (familia Reoviridae), considerado como el virus prototipo de este género, del
que se conocen al menos 24 serotipos diferentes, no todos patégenos, entre los que no
existe inmunidad cruzada, lo que dificulta las estrategias de vacunacién (10,11). Un
nuevo serotipo, que seria el nimero 25, ha sido identificado recientemente (12,13).
Hasta el momento, en Europa se han detectado los serotipos 1, 2, 4, 6, 8, 9, 15, 16, asi
como el posible nuevo serotipo 25 (14).

El virus de la Lengua Azul (vVLA) se presenta como el modelo a seguir en el estu-
dio de los Orbivirus, mostrando una importante capacidad de difusién y virulencia. A
pesar de la gran variabilidad mostrada por las especies de virus del género Orbivirus,
todos ellos muestran una serie de caracteristicas comunes: (I) Capside icosaédrica con
dos capas de proteinas en la que se encuentran las proteinas estructurales VP2 y VP5,
protefnas mayores de la capa externa que se pierde en la etapa inicial del proceso de
infeccién, mientras que VP3 y VP7 son las principales proteinas de la capa interna,
donde se localizan también las protefnas estructurales menores VP1, VP4 y VP6.
Ademads de estas proteinas estructurales existen otras proteinas no estructurales (NS1,
NS2, NS3 y NS3A) que parecen participar en la replicacién, maduracién y salida del
virus de la célula infectada; (IT) El genoma del vLA estd compuesto por 10 segmentos
de ARN bicatenario empaquetados dentro de la cépside (15,16). Las proteinas VP3
y VP7, estdn altamente conservada en todos los Orbivirus (17,18), expresando deter-
minantes antigénicos especificos de grupo (19).

Sin embargo, existen variaciones considerables entre cepas de campo del VLA,
incluso entre las pertenecientes al mismo serotipo, lo que pone de relieve diferencias
en las secuencias de nucleétidos de cada uno de los segmentos del ARN bicatenario
del genoma del virus (20,21). La heterogeneidad entre las cepas de campo ocurre
como consecuencia tanto de la deriva genética como del cambio genético, el tltimo
como resultado de la redistribucién de los genes viricos durante infecciones mixtas
en cualquiera de los hospedadores vertebrados e invertebrados del vLA (22). La

215



LENGUA AZUL: VACUNAS, INMUNOMODULADORES E INMUNIDAD PROTECTORA

variacion en la secuencia individual de genes ocurre a través de complejos procesos
de deriva genética durante pasos alternos del virus en sus hospedadores rumiantes
e invertebrados (23).

Por tanto, a la hora de afrontar el estudio de la LA, deberiamos considerar a cada
uno de los serotipos patégenos que participan en la instauracién de la enfermedad
como agentes etiol6gicos independientes, capaces de inducir cuadros clinicos, lesiones,
cambios inflamatorios y respuestas inmunolégicas distintas unos de otros. Ademads,
los mecanismos de accién de cada uno de estos serotipos varfan completamente de-
pendiendo de la especie (vacuno, ovino, caprino, rumiantes de vida silvestre) y de la
raza afectada. Si hacemos una combinacién de estas variantes, podremos comprobar
que nuestros conocimientos sobre la enfermedad son limitados. Hasta la fecha son
escasos los trabajos in vivo que hayan centrado sus esfuerzos en una caracterizaciéon
pormenorizada de los mecanismos patogénicos (células blanco, mecanismos de
difusién del virus, érganos de replicacién y acantonamiento del virus, causas de los
cambios vasculares) y de la repuesta inmune de cada uno de los serotipos patégenos
en las principales especies afectadas por la enfermedad (evolucién y papel de las
distintas poblaciones celulares inmunocompetentes, mediadores quimicos, proteinas
de fase aguda, anticuerpos). Sélo con el conocimiento de los mecanismos de accién
del virus y con el estudio de los mecanismos que controlar y modulan la respuesta
inmune podremos desarrollar herramientas (nuevos adyuvantes, aplicacién de in-
munomoduladores) que nos permitan mejorar la vacunas existentes, reduciendo las
reacciones adversas que producen y potenciando su proteccion.

INMUNIDAD PROTECTORA FRENTE AL VLA

Tanto los mecanismos efectores de la respuesta inmune celular como humoral
parecen capaces de proteger a las ovejas frente a la infeccion del vLA y a la enferme-
dad. Asi, mientras que la respuesta humoral confiere una proteccién especifica de
serotipo, la inmunidad celular confiere proteccion heterotipica.

Estudios de transferencia pasiva de suero han demostrado que los anticuerpos
especificos frente al vLA pueden conferir protecciéon especifica frente a un serotipo,
sugiriendo un papel in vivo para la neutralizacién viral mediada por anticuerpos,
cuyos mecanismos son desconocidos hasta la fecha pese a los intentos de demostrar,
tanto en bovino como en ovino, una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
o del complemento (24,25,26). Las proteinas externas del vLA VP2 y VP5 son las tini-
cas capaces de inducir anticuerpos neutralizantes, siendo la VP2 la proteina mayor
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involucrada en la especificidad de serotipo (27,28). Dependiendo de los serotipos, los
anticuerpos pueden proteger frente a la infeccién de un ndmero limitado de otros
serotipos, mecanismo relacionado con la similitud de secuencias de la proteina VP2
(29). Los anticuerpos neutralizantes especificos de tipo frente a la VP2 y la VP7 per-
sisten durante toda la vida del animal, mientras que los anticuerpos especificos de
grupo frente a la VP7 persisten s6lo durante 6-18 meses (30). Por tanto, los rumiantes
infectados de manera natural con un serotipo del vLA muestran una inmunidad sélida
de por vida al serotipo homélogo pero parcial o inexistente frente a otros serotipos
heter6logos. Aunque las vacunas inactivadas inducen una rdpida respuesta inmune,
se han descrito niveles de seroconversién variables dependiendo de la raza de oveja
inmunizada (31,32). Por tanto, dado que el nivel de anticuerpos neutralizantes pro-
vocado por la VP2 varfa enormemente entre distintas especies de ovejas, la inclusiéon
de los antigenos de ambas proteinas (VP2 y VP5) deberian tenerse en cuenta a la
hora de desarrollar vacunas.

Distintos trabajos han constatado que, tras la vacunacion, el nivel de anticuerpos
neutralizantes no siempre se correlaciona con el grado de proteccién de los animales;
ademds algunas vacunas inactivadas son capaces de conferir proteccién en ausencia
deniveles detectables de anticuerpos neutralizantes. Se pone asi en evidencia el papel
de la respuesta inmune celular en la proteccién de los animales. Parece que la inmu-
nidad mediada por células frente a la infeccién por el vLA en ovino es protectora y,
de hecho, parece ser menos especifica de serotipo que la respuesta humoral (24). Las
ovejas que se recuperan de una infeccién por un VLA virulento muestran protecciéon
parcial cuando se enfrentan a un serotipo virulento heter6logo y proteccién completa
si se infectan de nuevo, a pesar de la ausencia completa de anticuerpos neutralizantes
demostrables, frente a los virus de la segunda y tercera infeccién (33).

Parece ser que son los linfocitos T CD4+ los efectores inmunes involucrados en
la proteccién, aunque su contribucién funcional directa atin no ha sido esclarecida. La
repuesta de los linfocitos T citotéxicos (CD4+) frente a los antigenos de las proteinas
VP2 y VP5 confiere proteccién homéloga frente a un serotipo particular, mientras
que la respuesta de los linfocitos T citotéxicos frente a la protefna NS1 y las proteinas
internas del nucleo inducen proteccién heteréloga (34,35). Sin embargo, la contribu-
cién funcional directa de estas células atin no ha sido esclarecida, y una vez mas, los
trabajos in vivo que profundizan sobre el papel de la respuesta inmune protectora
(humoral y celular) en el transcurso de la LA son escasos.

217



LENGUA AZUL: VACUNAS, INMUNOMODULADORES E INMUNIDAD PROTECTORA

PERSPECTIVAS FUTURAS APLICABLES AL DESARROLLO DE VACUNAS: IN-
MUNOMODULADORES Y CELULAS INMUNOCOMPETENTES.

La vacunacion, junto a la restriccion de movimientos son los pilares basicos en el control
de la LA. “El Comité Europeo para el Control de la Eficacia, Seguridad y Calidad de los
Productos Médicos Veterinarios”, establece que la efectividad de las vacunas se determina
principalmente en base a datos clinicos, virologicos e inmunoldgicos. Asi, la capacidad de
inmunizacion de una vacuna se evalia mediante el analisis de la respuesta de anticuerpos
después de cada inmunizacion, empleando para ello distintas técnicas (ELISA, seroneutrali-
zacion). Ademas, los niveles de viremia tras la inoculacion del virus en animales vacunados
se considera como la forma mas efectiva de determinar la eficacia de la inmunidad inducida
por las vacunas, empleando para ello técnicas especificas como RT-PCR a tiempo real o ais-
lamiento del virus (2). En resumen, la ausencia de signos clinicos locales o sistémicos, que
exista una buena respuesta de anticuerpos especificos frente al virus y la ausencia de viremia,
son los pilares basicos que determinar la eficacia de una vacuna, no profundizando en el es-
tudio de otros parametros inmunoldgicos fundamentales (evolucion de mediadores quimicos,
respuesta inmune celular, etc).

Junto a las vacunas inactivadas, cuyas caracteristicas basicas ya ha sido descritas, en la
lucha contra la LA se dispone de otro tipo de vacunas como las vacunas vivas atenuadas, de
gran eficacia inmunologica, pero actualmente en desuso debido a su bajo perfil de seguridad,
pudiendo provocar efectos teratdgenos, asi como transmision del virus vacunal a animales no
vacunados. Otras vacunas a destacar son las VLP (virus-like particles), complejos de proteinas
estructurales (VP2, VPS5, VP7) carentes de material genético (por tanto no replicativas) que
se ensamblan formando estructuras semejantes al virus auténtico. Son muy seguras, permiten
diferenciar animales vacunados de infectados (DIVA) y pueden protegen frente a distintos
serotipos, por lo que seran las vacunas del futuro. Actualmente, su modo y coste de fabricacion
no las hacen viables para su comercializacion (2,4,6).

Para la inactivacion del vLA se emplean diferentes agentes quimicos y radiaciaciones
(formaldehido, beta-propiolactona, irradiacion gamma, etc.). Asimismo, las vacunas inactivadas
incluyen diferentes adyuvantes, destacando los excipientes acuosos (hidréxido de aluminio +
saponinas) empleados en las vacunas desarrolladas para su aplicacion en Europa por distin-
tos laboratorios (4). La proteccion especifica de serotipo que confieren estas vacunas, parece
relacionarse con el papel clave que desempefia la proteina estructural VP2 en la inmunidad
protectora mediada por células Ty B. Sin embargo, como ya hemos indicado, no se conocen
los mecanismos basicos que operan en los animales vacunados para conferirles proteccion,
siendo muy escasos los estudios realizados.
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Las citoquinas juegan un papel central en la naturaleza y regulacion de la inmunidad
protectora (36), asi como en otros aspectos relacionados con la vacunacion como el trafico de
células presentadoras de antigeno (CPA) entre el sitio de vacunacion y los tejidos linfoides
secundarios locales (37), sirviendo como adyuvantes efectivos, en distintos tipos de vacunas,
de la respuesta celular y humoral frente a una amplia variedad de antigenos. Esta actividad
adyuvante se traduce en una disminucion de la diseminacion de ciertos virus, asi como en un
incremento de los titulos de anticuerpos especificos y de la repuesta inmune protectora directa
frente a ciertos antigenos (38).

Las citoquinas son polipéptidos cuya actividad funcional se basa en su elevada afinidad
de interaccion con receptores especificos localizados sobre poblaciones de células blanco.
Esta interaccion depende tanto de la secuencia primaria de aminoacidos como de la estructu-
ra terciaria de la citoquina en cuestion, de modo que una alteracion tanto de la secuencia de
aminoacidos como de la estructura terciaria puede tener consecuencias en la actividad de las
citoquinas que, generalmente, se muestran bastante estables (38). Ademas, al contrario que
otros adyuvantes que provocan dolor, inflamacion y dano tisular en el lugar de inoculacion,
ademas de reacciones sistémicas como fiebre y retencion en las canales de sustancias toxicas
(39), las citoquinas se presentan como adyuvantes menos agresivos. Gracias a la clonacion de
un gran namero de citoquinas ovinas (la mayoria expresadas como proteinas recombinantes),
y gracias a su estabilidad, seguridad y coste asequible, cada vez ha sido mas frecuente su uso
como adyuvantes en distintas estrategias de vacunacion, donde se han demostrado los beneficios
de su uso. Sin embargo, los mecanismos de proteccion permanecen sin aclarar. Para que el
potencial de dichas moléculas sea optimizado se hace necesario, por tanto, conocer en profun-
didad dichos mecanismos inmunitarios efectores tanto en animales enfermos como vacunados.
Dichos principios son aplicables al desarrollo de nuevas vacunas frente a los distintos serotipos
del vLA. Asi, una vez que se haya establecido el papel de ciertas citoquinas especificas en la
respuesta del hospedador (ovejas, cabras, vacas y rumiantes salvajes) frente a un patdogeno
especifico (distintos serotipos del vLA), sera posible el disefio de terapias protectoras frente a
dichos serotipos basadas en el empleo de citoquinas, o bien medidas preventivas para limitar
el dafio tisular inmunomediado.

Ademas, una vez que se establezca, in vivo, si la repuesta inmune protectora frente a
los principales serotipos del VLA que pueden afectar a nuestra cabaiia ganadera se debe al
predominio de una respuesta inmune celular (Thl en la que participan principalmente el
IFNy, la IL-2 y la IL-12) o humoral (favorecida por la respuesta inmune celular Th2 en la
que predomina la produccion de IL-4 ¢ IL-10), asi como el papel de las distintas citoquinas
proinflamatorias (TNFa, IL-1a, IL-1f3, IL-6) en las lesiones y reacciones tanto de tipo local
(edemas, hemorragias, necrosis musculares) como sistémico (fiebre, leucopenia, trombocito-
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penia, alteracion de los factores de coagulacion), el uso selectivo de ciertas citoquinas podra
favorecer el incremento de la eficiencia de las vacunas aplicadas, objetivos que deben ser
propuestos en los proyectos de investigacion encaminados en esta linea.

Las células dendriticas (CDs) desempefian un papel crucial en la generacion de una
respuesta inmune protectora tanto en enfermedades infecciosas como en procesos tumorales.
Estas células son el blanco de diferentes virus, que las utilizan como mecanismo de difusion
orgéanica dado el potencial migratorio que poseen. Sin embargo, las CDs también cuentan
con receptores que identifican proteinas o acido nucleico virico que les permiten iniciar una
respuesta inmune innata antivirica (40), esencial para limitar la diseminacion de ciertos virus.
Ademas, las CDs producen citoquinas inflamatorias e IFNs en respuesta a la accion de los
virus (41,42).

Dependiendo de la expresion de diferentes marcadores en su superficie, podemos dis-
tinguir distintas subpoblaciones de CDs, tanto circulantes en sangre y linfa como residentes
en tejidos, las cuales se localizan a nivel intersticial, epitelial y en la piel. Asi, las células
dendriticas convencionales se dividen, a su vez, en células dendriticas inmaduras o indiferen-
ciadas, células dendriticas mieloides y células dendriticas plasmocitoides (también conocidas
como linfoides), las cuales se muestran como las principales productoras de IFN tipo I frente
avirus (43). Tanto el fenotipo como la funciéon de las CDs estan regulados por un conjunto de
mediadores solubles (citoquinas) que pueden igualmente promover la inmunidad o favorecer
un estado de tolerancia. La principal funcién de las CDs radica en llevar a cabo “procesos
de presentacion de antigenos (propios o exdgenos)”, desempefiando un papel fundamental de
union entre la respuesta inmune innata y adaptativa. Originadas en la médula dsea, las CDs
inmaduras circulantes penetran en los tejidos en respuesta a citoquinas quimiotacticas infla-
matorias. Al entrar en contacto con el antigeno extraiio, las CDs sufren una serie de cambios
morfoldgicos, asi como una modificacion de los receptores de superficie. Tras la captacion
y procesamiento del antigeno, las CDs migran a los nodulos linfaticos regionales, donde
presentan el antigeno procesado a los linfocitos T, que generaran distintos tipos de respuestas
(efectora, memoria, tolerancia) (44). Una vez finalizada la expresion de antigeno, estas células
entran en apoptosis, posiblemente con el fin de regular una disminucioén de la intensidad de
la respuesta inmune desarrollada (45). Asi, en presencia de citoquinas antiinflamatorias (p.e.
IL-10), las CDs permanecen inmaduras (con ausencia de expresion de moléculas coestimu-
ladoras), dando lugar a una tolerancia inmunolégica mediante la no activacion de linfocitos
T. Sin embargo, en presencia de citoquinas proinflamatorias (p.e. IL-1, TNF, IL-12), las CDs
maduran y expresan ciertas moléculas coestimuladoras que provocaran la activacion de las
células T y la induccién de inmunidad (46).

Por tanto, el conocimiento de las sefiales (especialmente citoquinas) necesarias para
convertir una CDs en células presentadoras de antigeno capaces de inducir una respuesta
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de células T apropiada, se considera un eje primordial para el desarrollo de nuevas vacunas
frente al vLA. Se tienen pocos datos acerca de como la infeccion de las CDs por el vL A afecta
a sus funciones y, en consecuencia, a la respuesta inmune, siendo necesario establecer una
correlacion entre los perfiles de citoquinas inducidos durante la infeccion y su relacion con la
estimulacidn o no de estas células. Este aspecto de la patogenia del vLA resulta crucial si se
pretende potenciar, de forma eficiente, una respuesta inmune protectora mediante la aplicacion
de nuevos inmunomoduladores en la vacunas.

Tanto las células dendriticas foliculares como reticulares de distintos drganos linfoides en
ovejas y cabras han mostrado signos de infeccion in vivo durante infecciones por el vLA (47).
Trabajos in vitro recientes han demostrado que las células dendriticas convencionales (CDs)
son células blanco primarias del vLA y que éstas contribuyen a la diseminacion primaria del
virus desde la piel a los nodulos linfaticos regionales. Dicho transporte tiene lugar justo antes
de la aparicion de la viremia y de los signos clinicos. En los nédulos linfaticos regionales, las
CDs sufren la replicacion de distintos serotipos del vLLA. Ademas, parece que el virus favorece
la llegada masiva de CDs desde la piel a los nddulos. Sin embargo, las funciones de las CDs
no parecen verse afectadas. El vLA parece inducir en las CDs un incremento de moléculas
de superficie coestimulatorias (CD80 y CD86) y la sintesis de citoquinas involucradas en la
respuesta inflamatoria e inmune (IL-12, IL-1f e IL-6), aunque contribuyendo en mucha menor
medida a la instauracion de procesos inflamatorios que las células endoteliales. Ademas, la
CDs infectadas parecen capaces de estimular la proliferacion de los linfocitos T CD4 y CDS,
asi como la produccion de IFNy e IL-10. Todo ello pone de manifiesto una adaptacion optima
del virus a estas células, lo que permitird su diseminacion primaria (48).

Trabajos in vitro demostraron, en ovino, que las células dendriticas aferentes de los no-
dulos linfoides, las cuales tienen su origen en las células dendriticas migratorias de la dermis,
prolongaron su vida tras la administracion de Factor estimulador de colonias recombinante
ovino (rOvGM-CSF) y TNFa recombinante ovino (rOvINFa) de forma conjunta, siendo
mayor el efecto que con la administracion unica de rOvINFa (38,46).

Por tanto, la generacion de una respuesta inmune efectiva se basa en una organizacion
especializada de los 6rganos linfoides secundarios, apoyada en una red tridimensional de
células estromales y fibras reticulares, la cual interactia de una forma dinamica. Asi, estas
c¢lulas estromales aportan importantes indicadores funcionales, como quimoquinas y cito-
quinas, con influencia sobre ¢l medio ambiente y la superviciencia de las células inmunes.
Esta red estromal esta constituida por las células reticulares (CR), en las areas T, y las células
dendriticas foliculares (CDf) en los foliculos linfoides (49), habiendo sido identificadas ambas
poblaciones como células con signos de infeccion en el transcurso de la LA (47).
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Las CDf, de origen indeterminado, mesenquimal o desarrolladas a partir de células
precursoras migratorias (50), tienen como principal funcion la captacion y presentacion de
antigenos en forma de inmunocomplejos a los linfocitos B (51,52), aunque el papel de estos
inmunocomplejos en las respuesta de células B, en la funcionalidad del centro germinal, en la
memoria inmune y en la inmunidad humoral prolongada no esta determinada in vivo, existiendo
datos contradictorios (53,54). Un area poco estudiada, y donde se han obtenido recientemente
los primeros resultados, es la respuesta de las CDf a las citoquinas y a estimulos de la respuesta
inmune innata, donde las CDf ajustarian su funcion (55).

Por tanto, el estudio de la Respuesta inmune celular y humoral en animales infectados
con distintos serotipo del vLA (evolucion de las poblaciones de células inmunocompeten-
tes en el transcurso de la enfermedad, tanto en 6rganos linfoides como sangre; mediadores
implicados en la regulacion de la respuesta inmune a fin de establecer el tipo de respuesta
inmune Th1 o Th2 predominante; estudio de los mecanismos que regulan los procesos de pre-
sentacion de antigeno, activacion de la respuesta celular y desarrollo de la respuesta humoral
protectora) y en animales vacunados (evolucion de células inmunocompetentes; mediadores
quimicos involucrados; mecanismos de regulacion de la respuesta protectora; mecanismos
patogénicos responsables de las reacciones adversas frente a la vacunacion; aplicacion de
inmunomoduladores/adyuvantes en las vacunas para mejorar la proteccion y disminuir las
reacciones adversas), son aspecto de la LA en los que se debe profundizar.
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