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ha aceptado dar respuesta a mi discurso de ingreso. Estoy convencido de que sus
palabras estardn guiadas por la amistad mas que por la objetividad.

Ante el reto de realizar este discurso, me planteé abordar un tema relacionado
con la politica y gestién universitaria, que tantas opiniones viene generando en los
dltimos tiempos en la sociedad, en los medios de comunicacién y también en el ambito
dela politica nacional. Pero, he preferido, para hacer honor a tan alto honor que recibo,
abordar un tema propio de la profesién veterinaria, un tema en el que nuestro grupo
de investigacion ha venido trabajando desde 2003 y gracias al cual hemos formado
nuevos doctores y doctoras. Asi, me incliné por hablarles de la Diarrea virica bovina
(DVB), de su importancia para la ganaderia y, sobre todo de las respuestas inmune e
inflamatoria que frente a ella desarrollan los animales, yque pese a estar ampliamente
distribuida en el mundo, presentaba y presenta grandes incégnitas en cuanto a su
patogenia. Una enfermedad producida por un Pestivirus, al igual que la Peste porcina
cldsica, sobre la que habiamos realizado aportaciones significativas, especialmente
sobre su patogenia, considerando que serian extrapolable nuestros descubrimientos
de la una en la otra, algo que en poco tiempo pudimos ver que no sucedia.

DIARREA VIRICA BOVINA. ASPECTOS GENERALES

La Diarrea Virica Bovina (DVB) es una enfermedad de distribucién mundial que
desde 2007 se encuentra dentro de las 116 enfermedades de la lista de la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal. El 60% de la cabafia de ganado vacuno de la Unién
Europea se considera infectado, originando importantes campafias de erradicaciéon
en Alemania, Luxemburgo, Irlanda y Suiza, pais este tiltimo en el que la enfermedad
volvié a aparecer en 2014 pese a que el 99% de la cabafa se consideraba libre de la
enfermedad. En Espafia, se considera que el 50% de las explotaciones tienen animales
persistentemente infectados y 90% han tenido contacto con el virus, considerdndose
una enfermedad endémica.

Elvirus de la DVB (vDVB) estd clasificado dentro de la familia Flaviviridae, género
Pestivirus, género en el que también se encuadran el virus de la Peste porcina clésica
y el de la Enfermedad de la frontera. Los pestivirus son virus pequefios, de 40-60 nm
de didmetro. Tienen una cdpsidaicosahédrica, simple y de naturaleza proteica y una
envoltura, siendo virus que se inactivan facilmente con desinfectantes habituales,
perdiendo su infectividad a 37°C durante unos 4 dfas, y si la temperatura es de 56°C
la pierden en 45 minutos aproximadamente.
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El vDVB presenta dos genotipos (tipos 1 y 2), que encuadran a 17 subtipos del
vDVB tipo 1 (1a-q) y 3 del vDVB tipo 2 (2a-c), poniendo de manifiesto la gran diver-
sidad genética de este virus debida a que su genoma esta constituido por una cadena
simple de ARN. El vDVB tipo 1 es el mds frecuente en Europa, alrededor del 90%,
mientras que en América del Norte la distribucién de ambos genotipos ronda el 50%.
En Esparia se han detectado cepas de genotipo 2 en Galicia y Cornisa Cantdbrica.

Dependiendo de la accién del virus sobre cultivo de células epiteliales, las di-
ferentes cepas del vDVB, independientemente del genotipo, se pueden clasificar en
dos biotipos: citopdtico y no citopdtico, caracteristica que depende de la proteina no
estructural NS3 del virus, que en el caso de las cepas no citopédticas sepresenta como
NS2/3, y que no determina la virulencia de la cepa. Las cepas citopéticas provienen de
la mutacion (por insercién de secuencia celular, duplicacion o delecién de genes, cam-
bios en nucleétidos, etc) de cepas no citopaticas, siendo ambas cepas antigénicamente
idénticas, una caracteristica clave en el desarrollo de la Enfermedad de las mucosas.

Las cepas de vDVB genotipo 1 no citopadticas son las mds abundantes, méds del
70% en la naturaleza, siendo las responsables de las formas clinicas agudas y de las
infecciones persistentes por el vDVB. Hay que sefialar que las cepas no citopdticas son
inductoras de un efecto citopatico, asociado a vacuolizacién citoplasmatica y muerte
celular, en las células infectadas in vivo. Existe un tercer biotipo,ellinfocitopdtico, poco
frecuente y de una elevada virulencia.

El vDVB también participa en el establecimiento de diversos sindromes y com-
plejos patolégicos, afectando, ademads del aparato digestivo originado la diarrea que
le da nombre a la enfermedad, al aparato reproductor, respiratorio, circulatorio, inmu-
nolégico, musculoesquelético, piel y sistema nervioso central, lo que ha determinado
que se le denomina como la “enfermedad de mdultiples caras”. En esa variabilidad
intervienen, como elementos determinantes, la cepa del vDVB, el estado immune del
animal, el estado de gestacion en el caso de las hembras y las condiciones ambientales.

Entre las enfermedades en las que participa la DVB, hay que resaltar el Complejo
respiratorio bovino (CRB), proceso multifactorial que origina importantes pérdidas
econémicas en el sector a nivel mundial. En el CRB intervienen diferentes factores,
influyendo el estado sanitario del animal, el medioambiente y diferentes agentes
patégenos, entre los que se encuentra el vDVB como factor predisponente al inducir
estados de inmunodepresién que favorecen las infecciones secundarias. La patogenia
de dichos estados de inmunosupresién no ha sido concretada.
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DIARREA VIRICA BOVINA AGUDA

En el desarrollo de la DVB aguda se establece un cuadro clinico caracterizado
por una hipertermia bifdsica (una primera fase moderada, alrededor de los 3 dfas post
infeccién y una segunda elevada sobre los 7 dias post infeccién), coincidiendo con el
establecimiento y el pico de viremia ambas fases. Los animales desarrollan diversas
manifestaciones clinicas, cuya intensidad varfa de ligera a intensa dependiendo de
la virulencia del virus. Entre estas manifestaciones destacan, por ser mds constantes,
la descarga serosa en ojo y ollares y la diarrea, que se suelen presentar entre las dos
fases hipertérmicas, resolviéndose en dias posteriores.

Los animales desarrollan una panleucopenia temprana, coincidente con el primer
pico de fiebre y la instauracién de la viremia, recuperando los valores de linfocitos
y monocitos en sangre a partir de los 10-12 dfas post infeccién. En el caso de los lin-
focitos, y con la excepcién de un incremento muy temprano de los linfocitos CD4+,
todas las subpoblaciones sufren una caida de sus valores en sangre que se recuperan
coincidiendo con la desaparicién de la sintomatologfa clinica. Este estado de leuco-
penia podria favorecer las infecciones secundarias por bacterias (neutropenia) y virus
(monocitopenia y linfopenia), asi como comprometer la respuesta frente al vDVB
(caida de linfocitos CD4+ y CD8+).

La linfopenia coincide, a nivel tisular, con la desaparicién, mas o menos intensa,
de linfocitos en los 6érganos linfoides primarios y secundarios como consecuencia de
un proceso de apoptosis acelerado e intenso de linfocitos en dichas estructuras que
ha sido demostrado mediante la técnica de TUNEL, imunodeteccién de caspasa 3 y
microscopia electrénica de transmisién. La apoptosis, o muerte celular programada,
fue descrita inicialmente como un proceso fisiolégico de renovacién celular y tisular,
siendo posteriormente comprobado que su alteracién, ya sea por exacerbacién o
inhibicién, es un mecanismo presente en numerosos procesos patoldgicos, siendo
especialmente estudiada en las infecciones viricas. En el caso de la DVB, la apoptosis,
atribuida inicialmente a la acciéon directa del virus sobre los linfocitos, estd ocasionada
por la alteracién del microambiente folicular debido a la infeccion de las células reti-
culares y células dendriticas, las cuales sufren la accién directa del virus y modifican
tanto la expresién de sus moléculas de adhesién como la biosintesis de mediadores
quimicos, como es el caso de la IL7, cuyo correcto funcionamiento es necesario para
el desarrollo de los linfocitos, que al verse alterado conduce a la apoptosis de estas
células, originando estructuras linfoides practicamente sin linfocitos, lo que es espe-
cialmente llamativo en las placas de Peyer y en el timo, estando también presente
en el resto de érganos linfoides. Este mecanismo inductor de la apoptosis difiere del
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descrito para la Peste porcina cldsica, producida por otro pestivirus, en la que son
los mediadores quimicos liberados por los macréfagos los responsables de la misma.

Las lesiones que acompafian a la DVB aguda no son significativas, con ligera
hiperemia de las estructuras linfoides, mds acusada generalmente a nivel intestinal, y
ligero aumento de tamafio de los nédulos linfoides regionales. Con la excepcién de los
macréfagos, que aumentan su ndmero en los érganos diana y son la principal célula
infectada, no se observan cambios inflamatorios significativos. Esto coincide con los
cambios observados en la produccién de las proteinas de fase aguda, con incremento
en los niveles de haptoglobina y amiloide A sérica, indicativos del establecimiento
de un proceso inflamatorio, aunque los incrementos de estas proteinas se observan a
partir de la fase media de la enfermedad.

Las citoquinas proinflamatorias tienen un importante papel en la respuesta
inmune innata. Los estudios realizados sobre estas citoquinas en la DVB arrojan resul-
tados diversos dependiendo de las cepas utilizadas y, especialmente, de si los estudios
se realizan in vitro o in vivo. Asi, la ausencia en el establecimiento de una respuesta
inflamatoria intensa estd asociada a un desfase en la produccién de citoquinas proin-
flamatorias que impide el efecto sinérgico de las mismas. Asi, mientras que el TNF-a
experimenta un incremento sérico al principio de la enfermedad, la gran otra citoquina
proinflamatoria, la IL-1, no lo hace hasta pasado el periodo febril, existiendo en esa
fase niveles muy bajos de TNF-a. Por otro lado, existe un incremento en la produccién
de citoquinas antiinflamatorias, como la IL-10, y también se ha comprobado que los
macréfagos infectados con cepas no citopdticas del vDVB muestran una disminucién
en la expresién de CC- y CXC-, moléculas que participan en el reclutamiento de las
células inmunes al punto de infeccién.

Por otro lado, en las fases iniciales de la forma aguda de la enfermedad se ins-
taura una respuesta inmune tipo 1, determinada por el incremento en la produccién
de las citoquinas que la caracterizan. Esta respuesta inmune no tiene la capacidad
de frenar la diseminacién orgdnica del virus, produciéndose la viremia alas 24-48h
posteriores al establecimiento de esta respuesta inmune.La respuesta inmune innata
o inespecifica puede influenciar el desarrollo de la infecciéon por el vDVB, siendo las
células que conforman esta respuesta infectadas por el virus, como sucede con los
monocitos, macréfagos o células dendriticas. Algunos autores atribuyen a la accién
directa del virus sobre los polimorfonucleares neutrdfilos la alteracién funcional de
estas células durante la DVB aguda, incluyendo la disminucién en su capacidad
bactericida, en su quimiotactismo y en su citotoxicidad dependiente de anticuerpos.
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La accién del vDVB sobre los macréfagos in vitro origina, independientemente
de que la cepa sea citopdtica o no citopatica, una disminucién en la capacidad de res-
puesta inflamatoria de estas células, existiendo diferencias dependientes del biotipo
en la produccién de algunas citoquinas, como es el caso de los interferones (IFN) tipo
1, que tienen una respuesta escasa en el caso de cepas no citopaticas, citoquinas que
tienen un importante papel en la defensa del organismo frente a virus.

En el caso de la DVB podria ser su ausencia una de las principales causas del
establecimiento de animales persistentemente infectados, al no inducirse la produccién
de este tipo de IFNs en las madres gestantes cuando son infectadas, a diferencia de
lo que sucede en infecciones postnatales que dan lugar a DVB aguda, en las que se
produce una elevada , aunque transitoria, respuesta de IFN tipo 1, con disminucién
de mediadores supresores de la respuesta de los linfocitos T, como es el caso del TGF-
b.Las cepas citopaticas del virus inducen una fuerte respuesta de IFNs en el feto y
en las infecciones oronasales, a diferencia de lo que sucede con las no citopaticas, lo
que podria ser la causa de que las cepas citopdticas quedan confinadas a la zona de
entrada del virus, dificultando su difusién organica. En el caso de las cepas no cito-
paticas, no sélo la respuesta de IFNs es débil, sino que hay estudios que demuestran
que son resistentes a la acciéon del IFN cuando la infeccién es intrauterina, sin afectar
a su capacidad de respuesta frente a otros virus que pudieran afectar a las células
infectadas por el vDVB.

La accién del vDVB sobre las células presentadoras de antigeno (células den-
driticas, monocitos/ macréfagos y linfocitos B) disminuiria la capacidad de respuesta
inmune innata. Asi, los macréfagos infectados sufren una reduccién en la expresién
de receptores para Fc y C3, necesarios para la actividad fagocitica, y un porcentaje
escaso de células expresan las moléculas presentadoras de antigeno MHCII y CD80/ 86.

DIARREA VIRICA BOVINA E INFECCIONES SECUNDARIAS.

La panleucopenia, la apoptosis de las estructuras linfoides y la alteracién de la
respuesta inflamatoria son un escenario perfecto para que se produzcan infecciones
secundarias en animales con DVB aguda. Pero estos animales, una vez superada
la fase aguda de laenfermedad y desaparecida la viremia, recuperan los valores de
leucocitos en sangre y las estructuras linfoides se pueblan de linfocitos, lo que haria
pensar en que el estado de inmunosupresién es transitorio, algo que realmente no
sucede, siendo frecuentes las infecciones secundarias una vez que los animales que
han sufrido DVB aguda vuelven a estar clinicamente sanos.
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El estudio de las diferentes poblaciones celulares que participan en la respuesta
inmune ha demostrado la existencia de cambios importantes en estas células que se
mantienen una vez superada la fase clinica de la DVB. Asi, y tras la inoculacién de
herpesvirus bovino tipo 1 (HBo-1) a animales que han superado la DVB, se observa
que estos animales presentan un estado proinflamatorio que exacerba la respuesta
inflamatoria, siendo esta de mayor intensidad clinica y lesional en comparacién a la
que experimentan los animales sanos inoculados con HBo-1. En este estado proinfla-
matorio juegan un papel clave los macréfagos, que sintetizan en mayor cantidad, y por
un mayor ntmero de estas células, citoquinas como el TNF-a, dando lugar a niveles
séricos de proteinas de fase aguda de la inflamacién (amiloide A y fibrinégeno) muy
elevados en comparacién a los observados en animales sanos.

Por otro lado, en los animales que han sufrido DVB se observa una disminucién
en el inmunomarcaje frente a FoxP3 tanto en la médula como en la corteza timica,
incrementandose progresivamente, tras la inoculacién con HBo-1, hasta valores si-
milares a los de losanimales sanos con HBo-1. La proteina FoxP3 se une a regiones
de ADN e induce cambios en la expresion de genes que regulan el sistema inmune,
siendo fundamental su participacién en la correcta produccién y funcionamiento de
los linfocitos T reguladores. La disminucién de FoxP3 supone una disminucién en
los mecanismos de control de la respuesta inmune y de la respuesta inflamatoria,
pudiendo favorecer el desarrollo de esta dltima ante determinados estimulos.

Los linfocitos T reguladores liberan TGFB1 para inhibir la accién de otros lin-
focitos T. Asi, esta citoquina impide la proliferacién dependiente de IL-1 e IL-2 y la
activacién de linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ quiescentes. Ademads, el TGFB1
puede inhibir la secrecién y la actividad de otras citoquinas, como el IFN-g, el TNF-a
y varias interleuquinas, y disminuir la expresion de receptores de citoquinas, como el
de la IL-2, para suprimir la actividad de las células inmunes. En definitiva, juega un
papel retromodulador de la respuesta inmune y de la inflamacién, que, en el caso de
animales que han sufrido DVB aguda, se ve disminuido como lo demuestra el menor
nimero de células inmunomarcadas frente a TGFB1 en estos animales en compara-
cién a animales sanos, ambos enfrentados a HBo1l. Por otro lado, esta disminucién
en TGFB1 dificultarfa la diferenciacién de los linfocitos T reguladores y favoreceria
la apoptosis linfocitaria.

La infeccién por HBo-1 en animales sanos induce una respuesta inmune tipo
1 caracterizada por un temprano y elevado incremento en la sintesis de IFN-g vy,
posteriormente, de IL-12, respuesta que es mads tardia y de menos intensidad en los
animales que han sufrido DVB. Estas diferencias, unidas a alteracién en la capacidad
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de respuesta de los linfocitos citotoxicos, puede ser una de las causas que determinen
que mientras que en los animales sanos inoculados con el HBo-1 este es indetectable
mediante técnicas inmunohistoquimicas y no se detectan sincitios celulares inducidos
por el HBo-1, en los animales con DVB ocurre lo contrario.

El estudio de la expresién de moléculas de las células que participan en la res-
puesta inmune demuestra que los animales que han sufrido DVB ven alterada la ex-
presion de varias de ellas. Se observa disminucién en la expresiéon de CD25, necesaria
para la respuesta inmune tipo 1, y de CD11B y CD80, que participan en la activacién
de linfocitos y en la presentacién y reconocimiento de antigenos.

El papel que desarrolla el vDVB como favorecedor del CRB ha sido estudiado
por nuestro grupo mediante la inoculacién del HBo-1 a animales sanos y a animales
que han superado la fase clinica de la DVB aguda y en los que la viremia ha desa-
parecido. La lesién pulmonar originada por la inoculacién del HBo-1 consiste en un
infiltrado mononuclear e intensas alteraciones vasculares consistentes en una intensa
coagulacioén intravascular en capilares desde el inicio de la enfermedad, con depdsitos
de fibrina y agregados plaquetarios. La naturaleza de las lesiones es similar tanto en
animales sanos como en animales que han superado la DVB, pero en estos tltimos
son mds intensas y su instauracién es mds temprana tras la inoculacién del HBo-1.
Estas diferencias estdn asociadas al diferente comportamiento de las poblaciones de
macréfagos presentes en el pulmén, que juegan un papel clave en el desarrollo de
diferentes procesos patolégicos gracias a su capacidad de secretar mediadores de la
inflamacién que influyen en el comportamiento del lecho vascular y la circulacién
de la sangre. Este es el caso del 6xido nitrico, de las prostaglandinas y de citoquinas
proinflamatorias como el TNF-a y la IL-1. El éxido nitrico y las prostaglandinas son
potentes vasodilatadores, y esta tltima, ademds, tiene la capacidad de inhibir la
agregacion plaquetaria. Su sintesis es inducida, respectivamente, por 6xido nitrico
sintetasa inducible (iNOS) y ciclooxigenasa-2 (COX-2)

La capacidad de inducir un estado procoagulante del vDVB y del HBo-1 ha
sido descrita en estudios in vitro y se ha comprobado que se desarrolla en animales
infectados por estos virus, demostrandose un efecto sinérgico entre ambos virus en
animales que han sufrido DVB y posteriormente se infectan de HBo-1. Los fen6menos
vasculares pulmonares previamente descritos podrian estar originados, segtin la triada
de Virchow, por tres mecanismos: a) dafio endotelial; b) enlentecimiento de la circula-
cién sanguinea; ¢) ambiente procoagulante. Se ha descartado que la accién directa del
virus sobre el endotelio, o sobre las plaquetas, sea el origen de la activacién de estas
y el desencadenamiento de la microtrombosis. Por el contrario, se ha demostrado que
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durante la infeccién por HBo-1, ya sea en animales sanos o en animales que han sufrido
DVB, los macréfagos sintetizan y liberan citoquinas proinflamatorias y promotoras
de cambios en la coagulacién sanguinea, aunque con diferencias sustanciales segtin
se trate de animales sanos o animales con DVB.

El estudio de los mediadores proinflamatorios que se liberan en el pulmén
demuestran que no existe un efecto sinérgico entre el TNF-a y la IL-1 para el esta-
blecimiento de un ambiente procoagulante en los animales que han sufrido DVB,
en los que la sintesis a nivel pulmonar y sistémico se produce una vez avanzada la
infeccién con HBo-1, y con posterioridad a la aparicién de agregados plaquetarios y
microtrombos, con la que coincide una ligera produccién de TNF-a por las diferentes
poblaciones de macréfagos pulmonares.

Al profundizar en los mecanismos inductores de la microtrombosis en estos
animales, se comprueba que la expresién de iNOS sufre un descenso brusco, y dado
el papel de este mediador para limitar la extensién y la duracién de la activacién y
agregacion plaquetaria, unido al incremento ligero en la sintesis de TNF-a, crearfa
un estado proagregatorio de plaquetas en una fase temprana de la inoculacién con
HBo-1. Estos cambios coinciden con un enlentecimiento en la circulacién capilar ori-
ginado por el incremento de tamafio de los macréfagos intravasculares pulmonares
por su intensa actividades fagocitica y secretora, cambio circulatorio que favoreceria
la agregacion plaquetaria y microtrombosis.

Como respuesta a este estado, se produce un incremento en la enzima COX-2,
con actividad vasodilatadora, pero esta respuesta es incapaz de frenar el proceso de
coagulacién intravascular y el dafio que origina. Por otro lado, el enlentecimiento del
flujo sanguineo y el incremento en la permeabilidad vascular facilitaria la diapédesis
de leucocitos al parénquima pulmonar, favorecido por la sintesis de IL-1 en esta fase,
dado el papel de las citoquinas proinflamatorias en el incremento de la permeabilidad
vascular y elreclutamiento de leucocitos en el foco inflamatorio.

Los mecanismos desencadenados por el vDVB y el HBo-1 tendrfan de esta forma
un efecto sinérgico en la patogenia de las lesiones pulmonares descritas, alterando la
homeostasis pulmonar al favorecer el establecimiento de un microambiente proin-
flamatorio y procoagulante mediado por las poblaciones de macréfagos del pulmon.
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PRESENTE Y FUTURO

Para concluir permitanme, en mi condicién de Rector, de investigador, pero sobre
todo de ciudadano, una reflexiéon sobre la importancia estratégica para un pais que
supone la investigacién en su conjunto y el no desperdiciar nuestro capital humano.
En la situacién de crisis en la que nos encontramos desde hace unos afios los diferentes
gobiernos, tanto central como autonémicos, y el sector productivo han optado por
disminuir de una forma sensible la financiacién de la investigacién, a diferencia de
lo que ha sucedido en paises centroeuropeos, que han apostado por la investigacion
y la transferencia como motores del desarrollo social y econémico. Esta disminucién,
amén de reducir la capacidad investigadora de cada grupo y del pais, ha llevado a
que nuestros jévenes abandonen la carrera cientifica o vayan a otros paises (muestra
de ello es nuestro grupo, todos se encuentran fuera) sin expectativa, y esto es lo real-
mente grave, de retorno en las condiciones adecuadas, rompiéndose la imprescindible
cadena de transmisién entre las diferentes generaciones que conforman los grupos.
Y la pérdida de esos eslabones, a menos que seamos capaces de remediarla, serd la
mads grave situacién a la que tendremos que enfrentarnos, supondra un retroceso en
la investigacién y en el desarrollo competitivo de nuestro paifs, un pais que actual-
mente, y pese a todo, es la décima potencia mundial en investigaciéon e incrementa
afio tras afio su excelencia y calidad. El que todos seamos conscientes de la situacién
y seamos capaces de difundirlo a nuestro entorno, sensibilizando a la sociedad y a
nuestros gobernantes, es necesario para dar una respuesta efectiva.
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