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RESUMEN

La diarrea viral bovina (DVB) representa un problema de ambito mundial que causa considerables pérdidas
tanto en ganado de carne como lechero, afectdndolo de diversas formas las cuales estan supeditadas a
la edad del animal, estado inmunolégico y momento de la gestacién en el que se produce la infeccion.
La DVB es causada por un virus ARN, género Pestivirus, familia Flaviviridae, el cual ha sido clasificado en
2 biotipos (citopatico y no citopatico) seglin su comportamiento en células de cultivo y en 2 genotipos (|
y 1l) basados en su secuencia genética. Dependiendo de las cepas infectantes se presenta un cuadro
clinico particular variando en severidad desde una forma subclinica, pasando por la forma clinica e
incluso produciendo la fatal enfermedad de las mucosas o causando efectos deletéreos sobre el feto. A
pesar de que en nuestro medio ya existen estudios sobre esta entidad, la implementacién de metodologias
diagndsticas constituye una limitante para el manejo de la misma. La presente revisién se enfoca en la
patogenia e inmunopatologia de la DVB.

Palabras clave: Pestivirus, biotipos citopatico y no citopatico, enfermedad de las mucosas.

BOVINE VIRAL DIARRHEA:
PATHOGENESIS AND INMUNOPATHOLOGY

ABSTRACT

Bovine viral diarrhea (BVD) represents a problem of worldwide causing considerable losses so much in
meat livestock as in dairy herds, affecting it in diverse ways, which are subordinated to the age of the
animal, immunologic state and moment of gestation, in which the infection takes place. BVD is caused
by RNA virus, gender Pestivirus, family Flaviviridae, which has been classified in 2 biotypes (cytopathic
and non cytopathic) according to its behavior in cultivation cells and in 2 genotypes (I and 1) based on its
genetic sequence. Depending on the infectious strains a square clinical matter is presented, varying in
severity from a subclinic form, going by the clinical form and even producing the fatal disease of the
mucous ones (MD) or causing deleterious effects on the fetus. Although studies already exist in our
environment on this entity, the implementation of diagnostic methodologies constitutes an obstacle for
the handling of the same one. This revision is focused on pathogenyty and inmunopathology of the BVD.

Key words: Pestivirus, cytopathic and non cytopathic biotypes, mucosal disease.
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INTRODUCCION

La presencia del virus de la diarrea viral bovina
(VDVB) en Colombia data de 1975, afio en el
cual un lote de novillas Holstein, importadas
de Holanda, desarroll6 el cuadro clinico de
enfermedad de las mucosas (EM), diagndstico
gue fue confirmado por el gobierno Holandés
(1). En 1996 se demostré6 en Colombia por
primera vez la presencia de animales
inmunotolerantes, persistentemente infectados
(Pl) por VDVB (2). EI VDVB es reconocido como
un agente etiolégico de importancia en
problemas de indole abortivo de ganado bovino
en Colombia (3).

El VDVB es un miembro del género Pestivirus,
familia Flaviviridae (4,5). Dentro de este mismo
género se encuentra el virus de la enfermedad
de las fronteras de ovinos y la peste porcina
clasica (PPC) (6) con los cuales se encuentra
antigénica (7) y genéticamente relacionados (8).
Los Pestivirus pueden cruzar barreras de
hospederos de diferente especie e infectar otras
especies del orden Artiodactyla (9,10). El VDVB
también infecta ganado de pezufia hendida
como cerdos y ovejas (11,12). El VDVB puede
infectar el cerdo y los anticuerpos contra este
pueden interferir el diagndstico de la PPC (11).
Hay limitada evidencia de infecciones humanas
de caracter diarréico con un pestivirus que esté
serolégicamente relacionado con el VDVB (11).

Existen 2 biotipos del virus: el citopatico (cp) y
el no citopatico (ncp) (13,14) segln su
comportamiento en cultivos celulares (15), y por
el reordenamiento gendmico del gen no
estructural p125/p80 (7), donde en unos no se
obtiene el efecto visible (citopéatico) en células
(ncp) (Fig. 1) y en otros se producen efectos
visibles (cp) en forma de vacuolizacion
citoplasmatica mediante un mecanismo
apoptoético (16, 17, Figura 2). Los virus ncp
presentan afinidad por células linfocitarias
mientras que los virus cp infectan de manera
predominante células epiteliales (2,18).

El VDVB puede ser segregado en 2 genotipos:
tipo | (DVB - 1) y tipo Il (DVB - II) (20-22)
[pestivirus tipo 1 y tipo 4 respectivamente, segin
la nueva divisién propuesta de los pestivirus]
(20, 22, 23).
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Figura 2. DVB citopatica cp (19)

PATOGENESIS

Después del contacto con membranas mucosas
de la boca o nariz, la replicacién ocurre en células
epiteliales con una predileccién por las tonsilas
palatinas, especialmente células epiteliales de la
cripta (11). El virus presenta tropismo por células
mitoticamente activas como: linfocitos, fagocitos
mononucleares y células epiteliales (24). Se ha
especulado que el biotipo cp se replica en la
mucosa nasal en titulos mas altos que el biotipo
ncp, resultando en una eficiente diseminacién en
animales susceptibles (20). La replicacién
comienza con la adhesién a la membrana
plasmatica y penetracién en la célula, parece ser
que el receptor especifico es una proteina de
superficie de 50kD de las células, por mediacion
de la proteina de envoltura E2 (24). Ademas,
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ocurre fusién de la envoltura con la membrana
endosomal - dependiente de pH -, y el virus ingresa
al citoplasma mediante endocitosis mediada por
receptor y libera su genoma en el citosol (25,26).
La diseminacion ocurre a través del virus libre en
el suero o leucocitos infectados con el virus,
particularmente linfocitos, monocitos, linfoblastos
circulantes y células precursoras de macrofagos
(20). Por otra parte, se ha determinado un bajo
nivel de expresion de moléculas de alfa y beta
tubulina, indicando aberraciones potenciales en
la division celular, al igual que bajos niveles de
expresién de los genes que codifican proteinas
involucradas en la produccién de energiay en la
iniciacion de la transduccion de proteinas
dependientes de cap. (27).

PATOGENESIS DE LA INFECCION
AGUDA

La forma aguda se presenta en animales
seronegativos, en especial animales entre 6y 24
mese de edad (1) y es causada, en su mayoria,
por virus DVBncp (28). Puede afectar el sistema
respiratorio y digestivo, resultado de la difusidn
activa del virus (29). La infeccién secundaria o
mixta con otros patdgenos es de presentacion
comun (29,30). Se ha demostrado que el subtipo
Id (VDVB genotipo | subtipo d) induce enfermedad
respiratoria primaria (20). Se le ha atribuido un
efecto sinérgico con el virus sincitial respiratorio
bovino (31).

INFECCION INTRAUTERINA - Efecto
del virus sobre la fertilidad

Las vacas seronegativas que reciben semen de
toros Pl seroconvierten 2 semanas después de la
inseminacion o monta (1). Los toros Pl son
generalmente infértiles (1) o producen semen de
calidad reducida (1, 32). La eliminacion del virus
en el semen de toros con infeccién aguda se
extiende mas alla del periodo de viremia, como
consecuencia de la replicacion local en vesiculas
seminales y prostata (1).

La infeccion experimental de novillas produce
ovaritis prolongada (33), lo que conlleva a una
disfuncion ovarica (1). La alteracion del medio
ambiente uterino durante la fecundacién o un

efecto directo sobre los gametos se proponen
como respuestas (1, 34). Por otra parte, también
se ha comunicado que la infeccién con VDVB
incrementa significativamente el intervalo entre
ciclos ovulatorios y la progesterona postovulatoria
(35). También se ha indicado que el elevado nivel
de cortisol puede suprimir la liberacion de
hormona luteinizante y, alternativamente, la
afeccion de los foliculos preovulatorios puede
resultar en reducida esteroidogénesis (1).

El embrién bovino es susceptible a infeccién con
VDVB dentro de las 2 semanas de incubacion
(emergencia desde la zona pellucida) (36). La
ausencia de infeccion viral del oocito bovino ha
sido atribuida a una barrera fisica a la entrada
viral presentada por la zona pelicida (37). La
zona pelucida no garantiza que los oocitos se
encuentren libres de VDVB (38) y se han propuesto
a su vez dos rutas de acceso al oocito: el VDVB
puede ganar acceso directo dentro de la piscina
primordial, pues alli el oocito es metabdlicamente
activo y no ha completado la deposicidon
glicoproteica requerida para formar la zona
pellcida. La segunda ruta es a través de las células
del cumulus, susceptibles a infeccion (38, 39). En
ese mismo sentido se destaca la presencia de poros
en la zona pellcida de tamafio suficiente para
permitir el paso de virus tales como el VDVB (45-
55nm) y el herpesvirus bovino tipo-1 (180-
200nm), demostrandose que en todos los estados
de desarrollo embrionario més del 96% de los
poros poseen el tamafio necesario para la entrada
viral (40). Probablemente comienza a ser
susceptible a la infeccién después de la
implantacién a los dias 19-20 post-concepcion
y/0 al desarrollo de cotiledones fetales alrededor
del dia 30 post-concepcion (32).

Malformaciones

El VDVB es capaz de cruzar la placenta asi como
la barrera hematoencefélica fetal, produciendo
diversas lesiones en el sistema nervioso central
(principalmente cerebelo); la severidad en las
lesiones se incrementa con la edad del feto al
momento de la infeccién (41) (Figura 3). También
se ha reportado deformacién esquelética
(miembros posteriores, frontales doblados,
braquignatismo mandibular, alopecia vy
anormalidades en cabeza y mandibula) (32, 42)
(Figura 4).
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Figura 3. Eventos patol6gicos después de la infeccién
intrauterina (Modificado de Moenning & Liess 1995) (32)

Figura 4. Deformacion congénita (deformidad
craneana y braquignatismo) (19).

Mecanismo patogénico

Gran parte de la patogenicidad del VDVB, puede
corresponder al proceso descrito en el afio de
1991 para la enfermedad de las fronteras en
ovinos (43). Este describe una afecciéon en la
glandula tiroidea fetal que resulta en niveles
hormonales bajos de T, (triyodotironina)y T,
(tiroxina); dicha deficiencia afecta, adversamente,
la concentracion de 2’, 3’- nucledétido ciclico -3’-
fosfodiesterasa, una enzima esencial para la
mielinizacion normal (afectando procesos en los
oligodendrocitos). Igualmente, la hipotética
alteracion tiroidea afectaria el desarrollo
esquelético.

PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD
DE LAS MUCOSAS (EM)

La EM requiere una infeccidn persistente congénita
con virus biotipo ncp y una subsecuente
superinfeccion con virus biotipo cp (44 — 46, 15).
En bovinos la EM se genera cuando animales Pl
con una cepa ncp son superinfectados con una
cepa cp de origen exégeno o generada de cambios
genéticos o recombinacion del ARN de las cepas
ncp residentes (47, 20) principalmente por
insercion de secuencias celulares o rearreglos
gendmicos (48), esto suele ocurrir entre los 6 a
24meses de edad (42) (Figura 5).
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con infeccidn las mucosas
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citopdtica
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Diarrea viral
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Figura 5. Enfermedad de las mucosas (54)

Animales
infectados (PI)

persistentemente

La infeccién fetal con VDVB puede resultar en el
nacimiento de ganado inmunotolerante a DVB con
una infeccion persistente inaparente (49). Los
animales Pl resultan por la infeccién fetal con
DVBncp durante el primer trimestre de gestacion
(38, 50) dado que el sistema inmune fetal
infectado con virus de la DVBncp antes del dia
125 de prefiez, no reconoce el VDVB como agente
infeccioso o foraneo (29), ademas la mayor
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expansién de organos linfoides fetales y sus
poblaciones leucocitarias ocurre en el tercer
trimestre de gestacion (51).

Solo el biotipo ncp del VDVB ha sido reportado
capaz de establecer una infeccién persistente en
el feto (44, 51).También se propuso propusieron
que la capacidad del virus de la DVBncp y DVBcp
para establecer la infeccién persistente esta
relacionada con diferencias en la habilidad de
inducir interferén (IFN) (32). Aunque se cree que
la multiplicacion considerable del virus genera
diversidad, no se han detectado cambios genéticos
en virus aislados en diferentes momentos del
mismo animal (6). Algunos investigadores han
demostrado que los animales Pl estabilizan las
cepas del VDVB guiando a cepas especificas del
rebafio, lo cual es contrario al dogma que las
infecciones agudas favorecerian variantes del virus
que pueden escapar a la respuesta inmune (6).

INMUNOPATOLOGIA

Un aspecto importante de la infeccion con VDVB es
la aparente afinidad del virus por el sistema inmune
(53) y la inmunosupresion es una de sus principales
caracteristicas (29, 12, 54). El VDVB parece inducir
respuestas mediadas por células Ty B (55); existiendo
una distincion entre respuestas humorales y mediadas
por células, lo que sugiere la existencia de
subpoblaciones de linfocitos T ayudadores 1 (Thl)y
Th2 en la regulacion de las respuestas inmunes
especificas dirigidas contra el VDVB (7). Esto puede
deberse a la afeccion de la funcion de células
presentadoras de antigeno (APC: antigen presenting
cells), llevando a una reduccion en la habilidad para
estimular respuestas de las células T (50).

Estudios in vitro con VDVB, han demostrado que
la infeccion de monocitos o macréfagos causa la
sintesis de citoquinas que pueden ser responsables
de la reducida habilidad para estimular respuestas
de células T a antigenos especificos y mitdgenos;
por tanto es posible que la inmunotolerancia al
VDVB sea una consecuencia de la infeccién de
las células APC (50).

Se ha demostrado que el biotipo DVBncp induce
en animales, experimentalmente, una respuesta
primaria de anticuerpos significativamente mas
rapida y superior que su biotipo homélogo DVBcp,
indicando que esta es dependiente del biotipo de
la cepa envuelta (7).

Algunos investigadores especulan que el biotipo
puede jugar un papel importante en la distribucién
del virus en los tejidos durante el curso de la
infeccién y su tropismo es dependiente del biotipo,
sugiriendo que el biotipo cp esta restringido al
tejido linfoide asociado al intestino, mientras el
ncp se distribuye en el tracto respiratorio, células
sanguineas y Organos asociados con el tejido
hematopoyético y que tales diferencias se limitan
a mecanismos regulatorios similares a los ejercidos
por las células Thly Th2 (56).

En estudios acerca de la deplecidon linfocitica
especifica causada por VDVB, se pudo indicar un
papel importante de las células T CD4* pero no
de células T CD8*, lo cual indica una actividad
citotéxica restringida del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC: Major
Histocompatibility Complex) clase Il de las células
T (57). Se ha sugerido que las células T CD4*
juegan un papel decisivo en el establecimiento de
la memoria inmune al VDVB (7).

En algunos trabajos se ha podido establecer que
monocitos ex vivo de animales PI fueron capaces
de estimular las células T CD4* de memoria
permanentes, esto implica que las APC pueden
tomar antigeno del VDVB ex6geno, procesarlo via
endosomal y presentar los péptidos resultantes en
asociacion con moléculas MHC clase II. Los
monocitos de animales Pl fueron capaces de
estimular respuestas de las células T CD8*
restringida a MHC clase | en células T CD8*
aisladas de ganado inmune a DVB, lo que sugiere
qgue las células APC de animales PI, no estan
comprometidas en la habilidad para estimular una
respuesta inmunitaria de células T restringida a
MHC clase | y que el VDVB no ejerce un efecto
supresor sobre la via endégena de procesamiento
del antigeno (50).

Igualmente, se ha destacado la deplecidon de
células T CD4*y CD8* in vivo (57). De manera
similar, se ha observado que anticuerpos pasivos
pueden proteger contra infeccion transitoria y
aguda con VDVB (58), indicando que las células
T CD4™*, son el principal componente de la
recuperacion e inmunidad de animales al VDVB.

El componente CD4* de la respuesta celular al
virus se caracteriza por altos niveles de IL-4 (IL:
interleuquina) y factor de crecimiento de células
B, y niveles relativamente bajos de IL-2 e interferén
gamma (IFN-g); mientras el componente CD8™ es
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mas variable y posee niveles mas altos de IL-2 e
IFN-g pero no de IL-4; soportando que las células
CD8™ son capaces de actuar como efectores
contra células infectadas con el virus mientras las
células CD4* pueden proveer ayuda para la
produccién de anticuerpos neutralizantes capaces
de limitar la diseminacién del virus (59).

El potencial inmunogénico de las proteinas virales
(glicoproteinas) aun no ha sido dilucidado. La
inmunizacidon con virus vivos o inactivados
desencadena la produccién de anticuerpos contra
numerosas proteinas virales (60, 61) y se han
relacionado algunas proteinas, E2 y NS3, como
inmunodominantes (62).

Se podria hipotetizar que las diferencias en el
modo de interaccion de los biotipos del VDVB con
las células del hospedero, independiente del
tropismo tisular, son el origen de la variacion en
la frecuencia de células que respondan
especificamente a la proteina NS3 (7, 48), esto
aunado a que los mecanismos de defensa son
efectivos contra el biotipo DVBcp y no contra
DVBncp (44). Las otras glicoproteinas, E1 y ERNS
no desencadenan la produccién de anticuerpos
qgue neutralicen eficientemente el virus (63).

La apoptosis, el IFN y las citoquinas son
importantes mecanismos de defensa que actlan
a nivel de células hospederas como mecanismos
antivirales humorales (48). Por lo tanto es
predecible que el virus desarrolle mecanismos de
evasién o inhibiciobn de los procesos
desencadenados a nivel celular previniendo la
apoptosis 6 subvirtiendo las respuestas al IFN.
Estas estrategias incluyen modulacion de las vias
de Bcl-2/Bax, interferencia de caspasas, 0
inhibicién de la via PKR/ARNasa L (48).

Existe una relacion entre el IFN y la apoptosis,
pues se ha documentado que el IFNa/b (IFN tipo
), especificamente, ha mostrado ser mediador
esencial o un potenciador de la muerte celular
apoptética en células infectadas por virus (64). La
secrecion de IFNa/b en estudios in vitro (52) fue
inducida por virus de la DVBcp (52) pero no por
el DVBncp (44) y en este Gltimo inhibid la induccién
enddgena de IFN tipo | por otros virus (65).

En células cultivadas e infectadas con virus de la
DVBncp, se incrementd la replicacién de otros virus
(66). En el caso de la enfermedad de Newcastle,
un paramixovirus el cual induce IFN y es sensible

a este, el incremento ha sido asociado con una
reduccion en los titulos de IFN inducidos en
cultivos co-infectados con VDVBncp; un resultado
similar fue descrito para el virus de la PPC (45).

El VDVB ha sido reportado como modulador de
las funciones celulares del sistema inmune in vitro,
con un incremento en la produccién de 6xido
nitrico de macr6fagos infectados (67),
disminuyendo la produccion del factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) en macréfagos estimulados
con lipopolisacarido (LPS) (14), reduccién en la
expresién de Fc (fraccion cristalizable) y receptor
C3 del complemento, y la actividad fagocitica de
macréfagos alveolares (68).

Otros factores inmunosupresores incluyen
guimiotaxis reducida, liberaciéon de un inhibidor
de la actividad de la IL-1, disminucion de la
secrecién de inmunoglobulinas (42, 69), supresion
de las respuestas proliferativas de células
mononucleares bovinas frente a sustancias
blastogénicas y alteracién de la funcion neutrofilica
(54, 69) disminuyendo su capacidad de
degranulacién y citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (54), ademas de disminucion de
laiodinacion en polimorfonucleares y disminucién
en el nivel de proteinas séricas (69). Infecta
preferentemente linfocitos T CD8* e interfiere en
sus funciones citotdxicas e inmunoreguladoras
(54). La subregulacion de la produccion de TNFa
podria ser causada por diversos mecanismos
incluyendo una alteracidon en la cinética de
producciéon de ARNm y su estabilidad (14).

El virus de la DVBncp induce estrés oxidativo en
los estados tempranos de infeccién celular (16).
El estrés oxidativo ha sido sugerido como un
mediador de la apoptosis (70). Tal proceso de
estrés puede estar ayudado por la inhibicion de la
sintesis protéica, observada durante infecciones
con virus de la DVBncp.

También se ha demostrado los efectos in vitro del
VDVB en células bovinas (aumento en la sintesis
Oxido nitrico, con el biotipo ncp, méas no con el
cp, después del tratamiento con lipopolisacarido
o Salmonella Dublin). La actividad inhibidora de
IL-1 inducida por lipopolisacarido fue
incrementada para ambos biotipos. Contrario a
esto, la sintesis de TNF4&, quimiotaxis inducida por
citoquinas asi como la actividad procoagulante
inducida por Salmonella dublin fue disminuida
para ambos biotipos. La sintesis de IFN tipo | y de
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prostaglandina E, solo estuvo presente en células
infectadas con biotipo cp (71).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La DVB es producida por un virus del genero
Pestivirus, familia Flaviviridae, que comprende un
complejo de presentaciones clinicas pasando
desde una presentacion subclinica hasta la fatal
EM, dadas principalmente por la capacidad
inmunosupresora del virus y, en algunos casos,
por accién directa del mismo - efecto citopatico o
no citopatico-. Los animales Pl juegan un papel
importante en la transmision y diseminacion del
virus, dado que son portadores asintomaticos,
caracterizados principalmente por retraso en el
crecimiento y susceptibilidad a infecciones
secundarias. La DVB ademas es causante de
problemas reproductivos asociados a disminucién
de la fertilidad en hembras y machos -
evidenciando una disminucion de la calidad
seminal, reabsorcion embrionaria, muerte fetal,

momificacion fetal, pudiendo producir muerte
temprana en neonatos y defectos congénitos.

El control de la DVB requiere la identificacién de
los animales Pl dentro de la produccion asi como
la implementacion de planes vacunales (en zonas
de reactividad positiva), con la premisa de la
determinacién y analisis de los blancos
moleculares -glicoproteinas (e.g. E2)- que
permitan la generacién de una respuesta inmune
eficaz, aunado al uso de adyuvantes (incluyendo
citoquinas, CpG, etc.) y/o utilizacién de vectores
vacunales tales como el herpesvirus bovino tipo

1 o poxvirus. De la misma forma deben ser
consideradas las vacunas de ADN en las cuales
se insertan genes (e.g. E2) dentro del plasmido.
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