ACADEMIA NACIONAL
TOMO XLVII DE AGRONOMIA Y VETERINARIA Ne 6

BUENOS AIRES REPUBLICA ARGENTINA

Comunicacion del Académico de Numero
Dr. Héctor G. Aramburu

Respuesta inmune celular del bovino
al virus de la fiebre aftosa.

Dres. Silvia Mundo, Ana Maria Jar, Adriana Fontanals,
Marta Braun y Héctor G. Aramburu.

SESION ORDINARIA
del
9 de Setiembre de 1993



ACADEMIA NACIONAL
DE
AGRONOMIA Y VETERINARIA
Fundada el 16 de Octubre de 1909
Avda. Alvear 1711 - 22 P, Tel. / Fax. 812-4168, CP. (1014) Buenos Aires,
Republica Argentina

MESA DIRECTIVA

Presidente Dr. Norberto Ras
Vicepresidente Ing. Agr. Diego J. Ibarbia

Secretario General Dr. Alberto E. Cano

Secretario de Actas Ing. Agr. Manuel V.Fernandez Valiela
Tesorero Dr. Jorge Borsella

ACADEMICOS DE NUMERO

Dr. Héctor G. Aramburu Ing. Agr. Juan H. Hunziker

Ing. Agr. Héctor O. Arriaga Ing. Agr. Diego J. Ibarbia

Ing. Agr. Wilfredo H. Barrett Ing. Agr. Walter F. Kugler

Dr. Jorge Borsella Dr. Alfredo Manzullo

Dr. Raul Buide Ing. Agr. Angel Marzocca

Ing. Agr. Juan J. Burgos Ing. Agr. Luis B. Mazoti (1)

Dr. Angel Cabrera Ing. Agr. Edgardo R. Montaldi
Dr. Alberto E. Cano Dr. Emilio G. Morini
Med.Vet.José A. Carrazzoni (1) Ing. Agr. Antonio J. Prego (1)
Dr. Bernardo J. Carrillo Dr. Norberto Ras

Dr. Pedro Cattaneo Ing. Agr. Manfredo A. L. Reichart
Ing. Agr. Luis De Santis Ing. Agr. Norberto A. R. Reichart
Ing. Agr. Milan J. Dimitri Ing. Agr. Luis De Santis

Ing. Agr. Manuel V. Fernandez Valiela Dr. Carlos O. Scoppa (1)
Dr. Guillermo G. Gallo Ing. Agr. Alberto Soriano

Dr. Enrique Garcia Mata Dr. Boris Szyfres (1)

Ing. Agr. Rafael Garcia Mata Dr. Ezequiel C. Tagle

Ing. Agr. Roberto E. Halbinger Ing. Agr. Esteban A. Takacs
Arq. Pablo Hary (1) Académico a incorporar

ACADEMICOS HONORARIOS

Ing. Agr. Dr. Norman E. Borlaug (Estados Unidos)
Ing. Agr. Dr. Theodore Schultz (Estados Unidos)

ACADEMICOS EMERITOS

Dr. Enrique Garcia Mata
Dr. Rodolfo M. Perotti



ACADEMICOS CORRESPONDIENTES

Ing. Agr. Ruy Barbosa

(Chile)

Dr. Joao Barisson Villares
(Brasil)

Dr. Roberto M. Caffarena
(Uruguay)

Ing. Agr. Edmundo A. Cerrizuela
(Argentina)

Ing. Agr. Guillermo Covas
(Argentina)

Ing. Agr. José Crnko
(Argentina)

Ing. Agr. Jorge L. Chambouleyron
(Argentina)

Dr. Luis A. Darlan
(Argentina)

Méd.Vet.Horacio A. Delpietro
(Argentina)

Ing. Agr. Johanna Dobereiner
(Brasil)

Ing. Agr. Guillermo C. Fadda
(Argentina)

Ing. Agr. Osvaldo A. Fernandez
(Argentina)

Ing. For. Dante C. Fiorentino
(Argentina)

Ing. Agr. Adolfo E. Glave
(Argentina)

Dr. Sir William M. Henderson

(Gran Bretana)
Ing. Agr. Armando T. Hunziker
(Argentina)

Dr. Luis G. R. Ilwan
(Argentina) B

Dr. Elliot Watanabe Kitajima
(Brasil)

Ing. Agr. Antonio Krapovickas
(Argentina)

Ing. Agr. Néstor R. Ledesma
(Argentina)

Dr. Oscar J. Lombardero
(Argentina)

Ing. Agr. Jorge A. Luque
(Argentina)

Ing.

Dr.

Dr.

Dr.

Ing.
Ing.

Ing.

Dr.

Agr.Jorge A. Mariotti
(Argentina)

Horacio F. Mayer
(Argentina)

Milton T. de Mello
(Brasil)

Bruce Daniel Murphy
(Canada)

Agr. Antonio J. Nasca
(Argentina)

Agr. Leon Nijensohn
(Argentina)

Agr. Sergio F. Nome Huespe
(Argentina)
Guillermo Oliver
(Argentina)

. Agr. Juan Papadakis

(Grecia)

. Agr. Rafael E. Pontis Videla

(Argentina)
Charles C. Poppensiek
(Estados Unidos)

. Agr. Aldo A. Ricciardi

(Argentina)

. Agr. Manuel Rodriguez Zapata

(Uruguay)
Ramon A. Rosell
(Argentina)

. Agr. Jaime Rovira Molins

(Uruguay)

. Agr. Armando Samper

(Colombia)

. Agr. Alberto A. Santiago

(Brasil)

. Agr. Franco Scaramuzzi

(Italia)

. Agr. Jorge Tacchini

(Argentina)

. Agr. Arturo L. Teran

(Argentina)

. Agr. Ricardo M. Tizzio

(Argentina)

. Agr. Victorio S. Trippi

(Argentina)

. Agr. Marino J. R. Zaffanella

(Argentina)

COMISION DE PUBLICACIONES

Dr. Héctor G. Aramburu (Presidente)
Dr. Alberto E. Cano
Ing. Agr. Esteban A. Takacs



Articulo N2 17 del Estatuto de la Academia

"La Academia no se solidariza con las ideas vertidas por sus miembros en los
actos que ésta realice salvo pronunciamiento expreso al respecto que cuente
con el voto unanime de los académicos presentes en la sesion respectiva”



Comunicacion del Académico de Numero

‘Dr. Héctor G. Aramburu

Respuesta inmune celular del bovino al virus de

la fiebre aftosa.

Dres. Silvia Mundo, Ana Maria Jar, Adriana Fontanals,
Marta Braun y Héctor G. Aramburu.

Entre los mecanismos de defensa de
los organismos superiores, uno muy
importante es el de la inmunidad es-
pecifica, esto es, la que se desarrolla a
posteriori del ataque o agresion de
microorganismos causantes de la en-
fermedado enrazon de la utilizacionde
vacunas. Este mecanismo es primor-
dial para la supervivencia de las espe-
cies vertebradas y constituye la tltima
linea de defensa ante la agresion
microbiana; vencida, sobreviene la
enfermedad, con o sin muerte.

En la fiebre aftosa, una de las en-
fermedades animales economicamente
mas importantes que afecta principal-
mente avacunos, porcinosy lanares, la
inmunidad ha sido estudiada especial-
mente en lo que respecta alarespues-
ta humoral, vale decir los anticuerpos
(Ac), que se encuentran en los liquidos
organicos, especialmente en el suero
sanguineo.

Se ha estudiado asi la funcion, la
caracterizacion y la importancia de los
Ac, pero la génesis y la indole de los
fenomenos inmunes no estan total-
mente desentranadas. En la aftosa los
estudios se han dirigido mas bien a la
caracterizacion de los Ac circulantes
pero no al conocimiento de los feno-
menos celulares ligados intimamente a
la detensa organica, como esta de-
mostrado repetidamente.

En efecto, la defensa organica me-
diada por células ha sido muy poco
estudiada pues o no ha llamado mucho
la atencion o ha habido dificultades
para su estudio, por lo cual hay poca
informacion. Es probable que lo obvio

de la mayoria de las reacciones Ag-Ac
que evidencian la presencia y el tenor
de los Ac circulantes y que permiten
explicar estados de resistencia o pro-
teccion, hayan postergado la investi-
gacion de aquellos fenémenos a nivel
celular.

Esa ha sido justamente la brecha por
la cual este grupo de trabajo de la
Céatedra de Inmunologia de la Facultad
de Ciencias: Veterinarias, reunido a los
efectos de esta investigacion, esta
lanzado, tratando de determinar ctal es
el valor de las defensas celulares en la
Fiebre Aftosa.

No se cree necesario abundar en el
tema salvo enfatizar sobre el hecho de
que la Fiebre aftosa, una de las mas
serias enfermedades animales, ha
puesto escollos insalvables para cier-
tas exportaciones de carnes. Pese a
que esta enfermedad, desde un punto
de vista practico y si se observa su
difusién en un globo terraqueo de hace
50 anos comparandola con la actual,
parece ser una enfermedad "en retira-
da", sigue constituyendo aun un pro-
blema sanitario mundial de primera
magnitud.

Un animal que se enferma de fiebre
aftosaquedainmune posiblemente para
toda o casi toda la vida, al menos hacia
la variedad serotipica del virus que lo
infectd. En cambio, si se inyecta con
vacunas a virus muertos, pese ha que
las vacunas nacionales actualmente en
uso son de muy buena calidad y po-
tencia, no se puede lograr una protec-
cion efectivaen elmedio epizootiologico
local actual, de mas de 6 a 12 meses.
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Podria aducirse que esta diferencia en
larespuesta se debe aque, en el primer
caso hay invasion del organismo por el
virus, mientras que en el segundo el
virus no invade el organismo.

Con vacunas constituidas por virus
vivos modificados, se han logrado pe-
riodos mas largos de proteccion, pero
dichas vacunas implican riesgos de
reversion viral y de aumento de su
patogenicidad para otras especies; tal
Su riesgo que su uso no esta aprobado
internacionalmente.

Por otra parte, siempre que se ela-
boran las que pueden llamarse vacu-
nas clasicas, a virus enteros, ya sean
vivos o inactivos, se presenta en los
laboratorios que las producen unriesgo
de escape viral, lo que puede provocar
peligrosos focos de la enfermedad. Es
debido a esto que desde hace anos se
esta intentando producir una vacuna
antiaftosa por métodos biotecnologicos
que no implican, en la manipulacion en
gran escala, riesgo de escape viral, ya
que solo se manejan y utilizan porcio-
nes virales proteicas no infectantes.
Desgraciadamente hasta el momento,
estas vacunas son muchisimo menos
efectivas que las vacunas elaboradas
con virus entero.

La pregunta que se hacen muchos
de los que estan en estas investigacio-
nes y que por supuesto compartimos,
es por qué sucede todo esto. Segun
nuestro parecerse chocaconestaserie
de inconvenientes porque no se cono-
cen suficientemente los mecanismos
intrinsecos de la respuesta inmune del
bovino alvirus de lafiebre aftosa (VFA).

Hoy se acepta que el nivel de Ac
neutralizantes es el mejor parametro
para que pueda predecirse siun animal

estara o no protegido frente a una

descarga viral o desafio, pero no se
conocen los mecanismos que inician
esta respuesta inmune humoral contra
el VFA enelbovino. Sibien los linfocitos

8

By las células en que se transtorman,
los plasmocitos, son los encargados de
la produccion de Acs, ellos necesitan
casi siempre de la colaboracion de los
linfocitos T para poder responder con
produccion de Acs contrala mayoriade
los antigenos (Ag), que son timode-
pendientes. Mediante esta colabora-
cion entre linfocitos T y B se pone en
marcha y se mantiene la produccion de
los Acs circulantes antes mencionados.
Los linfocitos T tienen también fun-
ciones efectoras, pues son capaces de
lisar las células invadidas por virus.
Esta funcion es muy importante en la
eliminacion de células infectadas por
particulas virales y se ha demostrado
su papel primordial en la mayoria de las
infeccionesvirales, pero no se sabe aun
qué importancia tienen dichos meca-
nismo celulares frente a una invasion
con el VFA. Por fin, el sistema T es
fundamental en el establecimiento y
funcionamiento de la llamada memoria
inmune, importantisima caracteristica
del sistema de defensa organico, sobre
lacual se asientala posibilidad de inducir
proteccion mediante vacunas.

El problema de la importancia del
sistema T en la respuesta especifica al
VFA se comenzo6 a estudiar en el INTA
en un modelo murino. En dicho modelo
se pudo demostrar que los linfocitos B,
por si solos, pueden producir Acs, y por
consiguiente proteccion, contra el virus;
esto se demostro en ratones congéni-
tamente atimicos, los que respondieron
al VFA en forma casi idéntica a la de
ratones con su sistema T normal. Ade-
mas, esta proteccion pudo transferirse
de un animal inmune a uno irradiado,
pormediode larepoblacionconlinfocitos
By T ocon linfocitos B purificados, pero
no con linfocitos T solos. Vale decir, los
animales que solo tenian linfocitos B
podian llegar a desencadenar, sin la
colaboracion de los linfocitos T, la sin-
tesis de Acs contra el VFA. Es mas, se



comprobd que lamemoriainmunoldgica
de ratones atimicos era muy similar a
la de animales normales. Se propuso
entonces que el VFA seriaun Agtimo-
independiente "optativo". Nada de esto
sucede en la mayoria de las enferme-
dades virales hasta ahora estudiadasy
se admite generalmente que las base
de la memoria inmune, cuya importan-
ciayafue mencionada, es el sistema T.

Pese a lo interesante de estas com-
probaciones, surgio la duda sobre la
validez de estos estudios en el raton, ya
que se trata de una especie natural-
mente no susceptible al VFA. Esta fue
larazén porlacual secomenzaronenla
Facultad de Ciencias Veterinarias de
Buenos Aires, a estudiar los mecanis-
mos celulares de la respuesta inmune
del bovino al VFA, es decir, en el
huésped 6ptimo, por ser altamente sus-
ceptible al virus. Para ello se usaron los
bovinos que utiliza el SENASA en las
pruebas rutinarias de potencia de las
distintas partidas de vacunas antiaftosa
comerciales sometidas a su control. Es
apropiado agradecer adicho organismo
la cesion temporal de esos vacunos.

En una primera etapa, se estudiaron
las subpoblaciones celulares en dife-
rentes grupos de bovinos: vacunados,
vacunadosy desafiados, novacunados
y enfermos. Los animales virgenes de
contacto previo con el VFA y los
primovacunados fueron estudiados
antes y 7 dias después de un desafio
con VFA. Se observé que habia alte-
raciones en sus subpoblaciones de
linfocitos B y T circulantes, incluyendo
alteraciones en los linfocitos T v §; esto
ultimo resulta de dificil interpretacion
pues no se sabe bien que funcion tie-
nen.

En una segunda etapa, se estudia-
ron las respuestas inmunes celulares
de 3 grupos de bovinos, a saber:

a) animales provenientes de la
Patagonia, que nunca tuvieron contac-
to con el VFA, b) animales inyectados
conunasoladosis de vacuna antiaftosa
y c¢) animales provenientes de la Pro-
vincia de Bs. As., polivacunados, luego
de mucho tiempo desde su ultima va-
cunacion. Todos ellos fueron desafia-
dos con VFA y se estudio in vitro la
proliferacion de linfocitos T en presen-
cia de VFA, asi también como la inhi-
biciéon de la migracion leucocitaria an-
tes y después del mencionado desafio
con el VFA;estas dos técnicas miden in
vitro reacciones de inmunidad celular,
pero no puede decirse si son reaccio-
nes efectoras o indican estimulacion de
los linfocitos T colaboradores.

El resultado fue que los animales
virgenes fueron siempre negativos, es
decir no preseritaron reacciones de
estimulacion. Por el contrario, los ani-
males polivacunados que enfermaron
luego del desafio viral, reaccionaron en
forma fuertemente positiva; estos fue-
ron utilizados luego en el curso del
estudio como controles positivos.

De los animales experimentales, es
decir los bovinos provenientes de zo-
nas libres y primovacunados, unos po-
cos mostraron reacciones débilmente
positivos (apenas por encima de un
indice de proliferacion de 2) y la mayo-
ria fueron negativos, pero debe
mencionarse que los bovinos inyecta-
dos con vacuna oleosa (adyuvante
oleoso) mostraron respuestas
linfoproliferativas levemente superiores
a los inyectados con vacuna acuosa
(adyuvante hidroxido de aluminio-
saponina).

Por otra parte, se midio la respuesta
inmune celular inespecifica, por medio
de laestimulacion invitrode los linfocitos
con factores mitogénicos policlonales.
Los animales inyectados con vacuna
oleosa también respondieron en forma
mas fuertemente positiva a estos
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factores inespecificos que los inyecta-
dos con vacuna acuosa.

Se sabe ya desde hace tiempo que
hay una correlacion estrecha entre el
titulo de Ac neutralizantes y la protec-
cién existente o conferida, por lo que se
quiso saber si también habia correla-
cion con las respuestas celulares. Para
ello, se compararon las respuestas
proliferativas y de inhibicion de la mi-
gracién leucocitaria de animales prote-
gidos con las de animales no protegi-
dos. Se pudo observar que no hubo
correlacién entre la respuesta celular y
la proteccion.

Con el objeto de saber sila infeccion
con virus vivo podia dar lugar a la apa-
ricion de respuestas celulares, todos
estos grupos de animales fueron estu-
diados 7 dias post-desafio. En dicho
momento los animales estan enfermos,
pero estan comenzando a recuperarse
de lavirosis. Estetambién es elmomen-
to en que comienza a haber secrecion
de Ac, es decir, cuando aparecen las
respuestas humorales al VFA en ani-
malés virgenes. Sin embargo, mediante
las técnicas que detectan inmunidad
celular, no se pudo observar
positivizacion de las respuestas de los
animales virgenes y tampoco siquiera
aumento del indice de respuesta de los
animales prevacunados que eran
levemente positivas.

La falta de respuestas positivas en
animales 7 dias después del desafio,
momento en que la respuesta celular a
la mayoria de los Ags es evidente en
casi todos los modelos experimentales,
sugirio la necesidad de estudiar en for-
ma longitudinal, es decir en el tiempo, la
aparicion y la duracion de las respues-
tas de tipo celular del bovino al VFA,
estudio para los cuales fue decisivo el
apoyo economico brindado por la Aca-
demia Nacional de Agronomia Y Vete-
rinaria.

Para ello se estudiaron animales de
los mismos grupos arriba mencionados,
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que se mantuvieron estabulados por 45
o mas dias y se sangraron semanal-
mente. Durante todo este tiempo se
midieron sus respuestas linfo-
proliferativas y de secreciéonde IL2, con
lo que se logro observar la cinética de
ambas respuestas.

De esta manera se estudiaron 2
animales polivacunados de la Provincia
de Bs. As., que no resistieron a un
desafio con VFA. Estos bovinos mos-
traron respuestas altamente positivas
durante 6 o mas meses.

Luego y de la misma manera, se
estudiaron 4 animales virgenes de
contacto previo con VFA, que fueron
infectados experimentalmente. En ellos,
la cinética de la respuesta mostro la
aparicion de un pico importante de re-
acciones positivas en la cuarta sema-
na, perolas respuestas se negativizaron
a la quinta semana.

Actualmente se estan estudiando
bovinos primovacunados que no resis-
tieron al desafio con VFA_ Estos mues-
tran un pico de respuesta similar al de
los animales no vacunados pero mas
tardio: aparece a la 52 semanay no se
mantiene.

En los proximos meses se continua-
ra el estudio en otros grupos de ani-
males, fundamentalmente primovacu-
nados que resistan al desafio.

Esta serie de observaciones de-
muestra que la respuesta inmune me-
diada por células no parece tener una
importancia fundamental ni para la
proteccion frente a un desafio o contac-
to con el virus, nipara la curacion de un
animal enfermo con fiebre aftosa, pues-
to que solo se hace mensurable a partir
de la 42 semana de la enfermedad, es
decir, cuando el animal ya esta recu-
perado o en franca via de curacion.
Llama muchisimo la atencion que pue-
da haber una importante sintesis de Ac
sin que se haga patente la estimulacion
del sistema T, que, como se sabe, es



un colaborador necesario para la sin-
tesis de Ac contra todos los Ags, salvo
los timoindependientes. Pareceria en-
tonces que en el bovino puede haber
sintesis de Ac sin colaboracion T, porlo
que, en esta especie, el VFA seria
también un Ag timoindependiente
"optativo".

Con el objeto de tratar de demostrar
sielsistema T tiene o noimportancia en
la colaboracion para la produccion de
Acs contra el VFA, se ha planeado
estudiar la sintesis in vitro de Acs anti
VFA, mediante cultivos con linfocitos T
y B purificados estimulados con el Ag.

Otro hecho importante que se des-
prende de estos estudios es la gran
diferencia en las respuestas de los
animales que habian recibido varias
dosis de vacuna y las de los bovinos
virgenes luegode suinfeccioncon VFA;
en los primeros, larespuestacelularfue
mucho mas alta y muchisimo mas pro-
longada. Pareceria entonces que el

sistema inmune responde de manera
diferente si su primer contacto con los
Agsdel VFAes con virus vivo o sies con
virus aftoso inactivado, inyectado con
adyuvantes. Esta forma diferente de
primoestimulacion modularia al siste-
ma inmune en forma tal que luego,
frente a la invasion profunda del orga-
nismo por el virus, las diferencias se
hacen manifiestas. Este hecho se ve
apoyado por estudios recientes reali-
zados en el INTA que muestran, en el
modelo murino, que larespuestaavirus
inactivado es una clasica respuesta
timo-dependiente (Sadir, A.M. et al,
comunicacion personal). Esta diferente
modulacién de la respuesta inmune
podria ser la base del diferente grado
de proteccion que generan |las vacunas
y el generado por el virus vivo.

Se confia que en el futuro se pueda
seguir mereciendo el apoyo economico
de la Academia Nacional de Agronomia
y Veterinaria para la prosecucion de
estos estudios.
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