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Resumen: El herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) causa diversos sindromes clinicos en el ga-
nado. Al igual que otros alfa-herpesvirus, el ciclo de vida del BoHV-1 puede dividirse en tres
etapas: infeccién aguda, latencia y reactivaciéon. Durante la infeccion aguda, BoHV-1 expresa
una cascada de genes altamente regulados. Sin embargo, durante la latencia, la expresién
de genes virales se ve restringida al gen relacionado a la latencia (gen LR) y al ORF-E. El
gen LR es poliadenilado y sufre empalmes alternativos, por lo cual puede dar origen a una
familia de proteinas. En esta revision se analizan las propiedades del gen LR en relacién a
la inhibicién de los genes virales inmediatamente-tempranos, el ciclo celular, la respuesta
a interferén, la apoptosis, la infiltracion de células mononucleares en ganglio trigémino, la
interaccién con C/EBP-a y la latencia viral en tejido linfoide. Se describen brevemente los
hallazgos recientes sobre ORF-E.
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FUNCTIONS OF THE LATENCY-RELATED GENE (LR GENE) OF
BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 (BoHV-1) AND OTHER PROTEINS
EXPRESSED DURING LATENCY

Abstract: Bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) causes several clinical syndromes in cattle.
Like other alpha-herpesviruses, the life cycle of BoHV-1 can be divided in three stages: acute
infection, latency and reactivation. During acute infection, BoHV-1 expresses a highly regu-
lated cascade of genes. However, during latency, the expression of viral genes is restricted
to the latency-related gene (LR gene) and ORF-E. The LR gene is polyadenilated and under-
goes alternative splicing, giving rise to a family of proteins. In this review, the properties of
the LR gene are analyzed in relation to the inhibition of viral immediate-early genes, the cell
cycle, interferon response, apoptosis, infiltration of mononuclear cells in trigeminal ganglion,
interaction with C/EBP-a and latency in lymphoid tissue. Briefly, the most recent findings
on ORF-E are described.
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INTRODUCCION

El herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), un
miembro de la subfamilia Alfa-herpesvirinae,
es responsable de una variedad de sindromes
clinicos en el ganado, incluyendo desérdenes
respiratorios, conjuntivitis, infecciones genitales,
encefalitis, abortos y una enfermedad multisis-
témica fatal en terneros neonatos. La infeccion
aguda del tracto respiratorio puede producir
inmunosupresion, lo cual predispone al ganado
a la colonizaciéon bacteriana secundaria, pudien-
do ocasionar neumonia e incluso la muerte del
animal (53).

Luego de la replicaciéon inicial en las su-
perficies mucosas, los alfa-herpesvirus estable-
cen infecciones latentes, principalmente en las
neuronas sensoriales de los ganglios trigéminos
(GT) y sacro (51). Durante la latencia no se aisla
virus infeccioso y no se detectan antigenos vira-
les en las células infectadas (41). Los animales
latentemente infectados pueden identificarse por
la presencia de anticuerpos séricos especificos
dirigidos contra el BoHV-1 (22). La reactivacion
del virus latente puede ocurrir como consecuen-
cia de estrés natural o puede inducirse mediante
la administracién de glucocorticoides. Durante
la reactivacién espontanea o inducida, el virus
es transportado nuevamente al sitio original de
infecciéon donde tiene lugar la replicacién y el
virus re-excretado se transmite a otros hués-
pedes susceptibles. La reactivaciéon constituye
el principal mecanismo de diseminacién de la
enfermedad en un rodeo. El estimulo antigénico
causado por la reactivacion del BoHV-1 produce
un efecto “booster” en la respuesta inmunitaria
que es detectable por la elevacion en los titulos
de anticuerpos (3).

INFECCION AGUDA

El ciclo litico de los alfa-herpesvirus ocurre
en una cascada altamente regulada. Un compo-
nente del virién (bTIF), activa la expresion de los
genes inmediatamente tempranos (IE), los cuales
tienen un papel regulador sobre la activaciéon
de los genes tempranos (E) y tardios (L). La re-
plicacion del ADN ocurre en el nucleo, luego de
la expresion de los genes E (18). BoHV-1 posee
cuatro proteinas IE que son homoélogas a las
proteinas codificadas por el herpes simplex virus
tipo 1 (HSV-1). Las proteinas ICPO, ICP4, ICP27
e ICP22 del HSV-1 participan en el control de la
expresion de los genes virales. ICP47 es un gen IE
que interfiere con la presentaciéon de antigenos en
las células infectadas. BoHV-1 no codifica un ho-
mologo de ICP47. Sin embargo, la inhibicién de la
presentacién de antigenos por el CMH-1 depende
de una pequena proteina de membrana codificada
por el gen UL49.5. ICPO estimula la expresion de
todos los genes virales y es necesario para que la
infeccion litica ocurra eficientemente, especial-
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mente a bajas multiplicidades de infeccion (moi).
ICP4 estimula la transcripcion de los genes E y
L y ICP27 regula el empalmado, la terminacién y
la exportaciéon nuclear de los transcriptos virales
e incrementa los niveles de traduccion de los
genes L. Ambos genes se requieren para la repli-
cacion eficiente en cultivos celulares (18). ICP22
es necesario para la replicacion en ciertos tipos
de células y reprime la expresion de ICPO y ICP4
(4). A diferencia del ICP27 del HSV-1, el cual se
expresa en forma inmediatamente temprana (IE),
el gen homoélogo en BoHV-1, bICP27, se expresa
con una cinética temprana (E) (49). Al igual que
ICP27, bICP27 probablemente esté involucrado
en el procesamiento en 3’ de los mRNA virales
(49). Los genes E estan involucrados en el me-
tabolismo de los acidos nucleicos, mientras que
los genes L codifican las proteinas estructurales
del virién (18).

LATENCIA Y REACTIVACION

Se estima que aproximadamente entre un
10% y un 30% de las neuronas en el ganglio
sensorial pueden alojar virus latente (52). Las
infecciones con bajos titulos virales se correla-
cionan con GT que contiene un numero reducido
de neuronas latentemente infectadas, lo cual, a
su vez, determina una menor probabilidad de
reactivacion viral. La replicacion viral no es com-
patible con la sobrevivencia de la célula, por lo
tanto, la reactivaciéon solo ocurre en unas pocas
neuronas por episodio a fin de mantener un pool
de neuronas latentemente infectadas (44). Por el
contrario, un nimero elevado de copias virales in-
crementara las probabilidades de reactivacion del
estado latente debido a que los genes virales seran
capaces de neutralizar efectivamente a los facto-
res que silencian su transcripcién y aumentara
la disponibilidad de moldes para la transcripciéon
en los eventos iniciales de la reactivacion (43).
En contraste a la abundante expresion de genes
que ocurre durante la infecciéon aguda, en las
neuronas latentemente infectadas, la expresion
de genes esta restringida a una pequeia region
del genoma del BoHV-1, el gen relacionado a la
latencia (gen LR). Recientemente, se demostro
que otra proteina, denominada ORF-E, también
es detectable en las neuronas durante la infeccion
latente (15).

El virus latente puede reactivarse exitosa-
mente mediante el tratamiento de los animales
con glucocorticoides sintéticos como la dexame-
tasona (DEX) (29). Sin embargo, los mecanis-
mos que regulan la reactivacion viral son aun
desconocidos y el papel de los genes IE en el
proceso de reactivacion no esta claro. Factores no
virales, como el ambiente neuronal y el sistema
inmunitario también estarian involucrados en el
inicio y la regulacién de la reactivacién. Debido
a que la reactivacion viral es el mecanismo mas
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importante para la diseminacion del BoHV-1 en
los rodeos, es esencial determinar los factores y
los genes virales y/o celulares que estan involu-
crados en el inicio de estos episodios.

EL GEN LR DEL BoHV-1

El gen LR se localiza en la region larga y
Unica del genoma viral, adyacente a las inver-
siones repetidas. Se superpone con la unidad
de transcripcion inmediatamente temprana 1
(IEtul) (20) y es anti-sentido al gen bICPO. El
gen LR del BoHV-1 es homoélogo al gen asociado a
la latencia (LAT) del HSV-1. A diferencia del LAT,
el cual aparentemente no codifica una proteina,
el transcripto LR es poliadenilado y codifica una
familia de proteinas. El gen LR tiene dos marcos
de lectura abiertos (ORF), ORF-1 y ORF-2 y dos
marcos de lectura (RF) sin un ATG iniciador,
designados RF-B y el RF-C (18).

El promotor del gen LR contiene un dominio
especifico de unién a factores neuronales y tiene
actividad transcripcional especifica en las neu-
ronas (1, 2) lo cual demuestra que la expresion
génica es altamente dependiente de los factores
neuronales. Devireddy y Jones (6) demostraron
que el empalme alternativo del gen LR puede dar
origen a distintas proteinas. Los autores obser-
varon que el empalmado del ARN del gen LR que
ocurre a los 7 dias post-infeccion (dpi) es diferente
al empalmado que tiene lugar a los 15y 60 dpi,
sugiriendo que los distintos productos del gen
LR tienen funciones diversas en los diferentes
estadios de la infeccion. El empalmado alternativo
a los dias 1 y 60 post-infeccién es responsable
de la generacién de una proteina de fusion entre
ORF-1 y RF-C. La fusion de ORF-2 con ORF-1
a los 7 dpi o con RF-B a los 15 dpi genera una
proteina de 35 a 45 kDa, lo cual indica que existe
la posibilidad de que una familia de proteinas se
exprese en momentos especificos del ciclo infec-
cioso viral. Una proteina de 40 kDa codificada
por el gen LR fue identificada durante la infeccion
productiva tardia y también es detectable en un
subgrupo de neuronas durante la latencia (16,
17). Inicialmente, a esta proteina se la designé
como “proteina LR”.

Recientemente, Meyer y col (27) demostra-
ron mediante microscopia confocal que ORF-1 se
expresa en el citoplasma y en el nucleo de células
de rindén bovino infectadas, mientras que RF-C
se expresa en el citoplasma celular. Estudios
inmunohistoquimicos realizados sobre secciones
de GT latentemente infectados con BoHV-1 de-
mostraron que ORF-1 también se localiza en el
nucleo y el citoplasma neuronal. A diferencia de
la localizacion citoplasmatica en las células infec-
tadas en forma productiva, RF-C se localiza en el
nucleo de las neuronas latentemente infectadas.
Aunque RF-C carece de un codén de iniciacion
ATG, los marcos de lectura sin una metionina ini-

ciadora también pueden expresarse. Por ejemplo,
los marcos de lectura cripticos, sin un ATG o AUG
convencional, pueden usar codones alternativos
(CUG) que se decodifican como leucina en lugar
de metionina. Los mecanismos de iniciacion que
usan codones no-AUG se observan frecuente-
mente en la traduccién de los transcriptos virales
(47). También es posible que ocurra un pequeno
empalme cercano al inicio de RF-C, el cual pue-
de fusionar una ATG para iniciar la traduccion
de RF-C (17). Los estudios de Meyer y col (27)
también sugirieron que ORF-1 probablemente
no se exprese como una proteina intacta, sino
como una proteina de fusion con ORF-2, como
consecuencia del empalme alternativo del gen LR.
En conclusion, estos hallazgos confirmaron que
tanto in vitro como in vivo, el gen LR da origen a
diferentes proteinas que podrian poseer funcio-
nes especificas en las distintas etapas del ciclo
de latencia y reactivacion viral.

FUNCIONES DEL LAT DEL HERPES
SIMPLEX VIRUS-1

Dada la importancia del HSV-1 en los seres
humanos, existen numerosos estudios sobre la
regulacion del ciclo de latencia y reactivacion, los
cuales estan mayormente destinados a definir
el rol del LAT en la patogenia de la infecciéon. La
principal diferencia entre el LAT y el gen LR se
evidencia a nivel genético, dado que este ultimo
codifica una proteina, mientras que la forma mas
abundante del LAT es un intrén estable de 2 kb
que se origina a partir de un transcripto de 8,3
kb y no existe una proteina que medie su funcion
(8). La existencia de una familia de proteinas,
también determina que el gen LR tenga funciones
adicionales a las descriptas para el LAT del HSV-
1 (18). E1 LAT no es absolutamente requerido,
aunque facilitaria el establecimiento de la latencia
en los modelos de infeccion (ratén y conejo) nor-
malmente usados a nivel experimental (39). Sin
embargo, este gen tendria una funcion directa en
el proceso de reactivacion (21, 39). Las mutantes
LAT- generalmente presentan una inadecuada
reactivacion in vivo (21). Con frecuencia se ob-
serva un retraso significativo en la recuperacion
de virus infeccioso a partir de los GT infectados
con mutantes LAT-, lo cual se correlacionaria con
un establecimiento de latencia menos eficiente
por parte de estas cepas, aunque se desconoce
si ésta es la principal causa de la baja eficiencia
o si existiria un efecto directo sobre el proceso
de reactivacién. La funcién del LAT del HSV-1
involucrada en la reactivacién espontanea se lo-
caliza en las primeras 1,5 kb del transcripto, una
region que no se superpone con los genes ICPO o
ICP34.5y, lo cual sugiere que un mecanismo de
regulacién anti-sentido mediado por LAT no es
responsable de la reactivacion espontanea. El gen
LR del BoHV-1 y el LAT del HSV-1 poseen activi-
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dad anti-apoptética y esta funcién desempefiaria
un papel en el proceso de reactivacion (18, 39).
Durante la reactivacion se observa una reduccion
en la expresion del LAT, lo cual demuestra que
no se requiere la inhibicién total de la expresion
del gen para que la reactivacién tenga lugar o que
sélo sufren episodios de reactivaciéon aquellas
neuronas en las que el LAT es inhibido (50). Rock
y col (41) observaron también una disminucién
en la transcripcion del gen LR en las neuronas
sensoriales del GT de conejos entre las 24 y las
48 horas luego de la administracién de DEX.
Sin embargo, esta disminuciéon es transitoria y
se detectan niveles de expresion normales a las
72 horas post-tratamiento. Esta disminucién
regulada del ARN del gen LR se correlacion6 con
la reactivacion de la latencia. Por lo tanto, estos
estudios sugieren que se requiere que el efecto
inhibitorio del gen LR, probablemente ejercido
sobre los genes virales de la infeccion aguda, sea
reprimido para que los episodios de reactivacion
ocurran.

CEPA MUTANTE DEL GEN LR

Para estudiar las funciones del gen LR,
Inman y col (14) construyeron una cepa mutante
del gen LR. Esta cepa contiene 3 codones de ter-
minacién al inicio del extremo 5°del transcripto
LR. La mutante expresa el transcripto pero no
las proteinas codificadas por ORF-2 (17). La
construccién de este tipo de mutantes mediante
la insercién de un olignucleotido conteniendo
codones de terminacién es necesaria para no
afectar la expresion de bICPO, cuya secuencia se
superpone en sentido contrario a la del gen LR.
Los titulos infecciosos en células bovinas y en la
cavidad nasal de los terneros infectados con la
mutante LR son similares a los observados con
la cepa salvaje de BoHV-1 (14). Sin embargo, los
terneros infectados con la mutante LR presentan
titulos virales mas bajos en las secreciones ocu-
lares y exhiben sintomas clinicos menos severos
que los terneros experimentalmente infectados
con la cepa salvaje de BoHV-1. Ademas, se de-
tectan niveles mas bajos de virus infeccioso y de
ADN en los GT de los terneros infectados con el
virus mutante. Finalmente, la mutante LR no se
reactiva in vivo cuando se administra DEX a los
terneros latentemente infectados (23). Esta cepa
mutante permitio identificar numerosas propie-
dades del gen LR, tanto in vitro como in vivo.

EL GEN LR Y LA INHIBICION DE LOS
GENES IE.

Los genes IE son necesarios para iniciar
la infeccion productiva. Bratanich y col (1) de-
mostraron mediante ensayos de transfecciéon
que el gen LR inhibe el potencial transactivador
de bICPO al interferir con su expresion. De este
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modo, el gen LR interrumpiria la infeccién viral
productiva y facilitaria el establecimiento de la-
tencia. En los modelos murinos de latencia del
HSV-1, las mutantes con supresiones del gen
ICPO tienen un patrén de reactivaciéon ineficien-
te, lo cual sugiere que se requiere la actividad
transactivadora de ICPO para que ocurran los
episodios de reactivacién (21). La reduccion tran-
sitoria que se observa en la expresion del gen LR
en las primeras 24-48 horas post-reactivacién
(41) permitiria la expresion de bICPO y facilitaria
el inicio de los ciclos de infeccién productiva.
Debido a que ICPO es especialmente importante
a bajas moi, su expresion seria esencial en los
estadios iniciales de la reactivacién (21), cuando
se producen pequenas cantidades de virus.

EL GEN LR Y EL CICLO CELULAR

La actividad de las quinasas dependientes
de ciclinas (cdk) se basa en su asociacién con
las subunidades regulatorias de éstas ultimas
(32). Ambas moléculas actian como regulado-
res positivos o aceleradores del ciclo celular. El
ciclo de una célula somatica se divide en cuatro
etapas: la fase S o sintética, en la cual se gene-
ra una copia del material genético, la fase M o
mitosis en la que los componentes celulares se
dividen entre dos células hijas y las fases G1 y
G2 que corresponden a los periodos en los que
las células se preparan para las fases Sy M, res-
pectivamente. En los inicios de la fase G1 acttian
las cdk4 y cdk6 junto con las ciclinas del tipo D,
probablemente en respuesta a factores de creci-
miento. Los complejos de cdk2 con las ciclinas E
y A son importantes para la transiciéon de G1 a S
y para la replicacién del ADN, respectivamente.
La accién conjunta de las ciclinas A y B con la
quinasa cdc?2 es esencial para la fase M. El pasaje
de las células de un estadio a otro del ciclo es
estrictamente regulado a nivel de la transcripcion
de los genes de las ciclinas, la degradacién de las
mismas, la accién de inhibidores proteicos y la
modificacion de las subunidades de las quinasas
mediante fosforilacion (31).

La expresion de las cdk y las ciclinas en las
neuronas promueve la replicacion viral (45, 59)
y las neuronas que expresan ciclinas durante la
infeccién aguda y la reactivacion estan destinadas
a la muerte celular (59). En los GT de terneros
infectados con BoHV-1, Winkler y col (59) detecta-
ron la expresién de ciclina D1, ciclina E y ciclina
A alos 7 dpi. Las mismas ciclinas se detectaron
en un pequeno porcentaje de neuronas durante
la reactivacion inducida con DEX. Aproximada-
mente un 50% de las neuronas que expresaban
ciclinas también contenian ADN viral. En un mo-
delo de infeccién experimental en conejo, Schang
y col (46) demostraron que el BoHV-1 induce la
expresion de ciclina A en GT durante la infeccién
aguda y su expresién se prolonga cuando los co-

ISSN 0365-5148

AnaLEcTA VETERINARIA 2009; 29 (1): 38-48 41



S.E. Pérez

nejos latentemente infectados son tratados con
DEX. La expresion de ciclina A podria facilitar la
expresion de genes virales y la replicaciéon durante
el ciclo de vida litico. Por el contrario, durante
la latencia, la ciclina A se asocia con la proteina
LR y esto promoveria la sobrevivencia neuronal.
La reactivacién del HSV-1 inducida mediante el
explante de tejido ocurre en aquellas neuronas
que expresan exclusivamente cdk2 y cdk4. La
roscovitina, un inhibidor de la actividad de la
cdk?2, inhibe la reactivacion, lo cual demuestra
que la actividad de cdk2 es esencial para la
reactivacion del HSV-1. Aunque se desconoce la
funcién exacta de esta quinasa en la reactivacion,
se sugiere que induciria modificaciones en ICPO
que activarian su funcién transactivadora o fos-
forilaria alguna proteina celular requerida para
la reactivacién (45). Jiang y col (16) demostraron
que la proteina LR se asocia en forma estable con
los complejos de cdk2-ciclina E en las células
infectadas en forma productiva. Los complejos
cdk2-ciclina E fosforilarian y activarian a los fac-
tores necesarios para estimular la replicacién del
ADN (12). Aunque se desconoce el papel exacto
que desempenaria la unién de la proteina LR
con los complejos de cdk2-ciclina E, se presu-
me que ésta promoveria la sobrevivencia de las
neuronas al bloquear los efectos de la activacion
de los factores del ciclo celular producidos como
consecuencia de la replicacion viral (16, 59). En
conclusién, BoHV-1 es capaz de manipular el ci-
clo celular para obtener una maxima replicacion
y produccién de viriones durante la infecciéon
aguda y la reactivaciéon. Durante la latencia, el
gen LR “inactivaria” la acciéon de los complejos
cdk-ciclinas para favorecer el establecimiento
de latencia.

EL GEN LR Y LA RESPUESTA A
INTERFERON

Los interferones (IFN) son una familia de
citoquinas multifuncionales que estan involu-
cradas en la defensa antiviral, la regulacién del
crecimiento celular y la activacién de las células
inmunitarias. Estas citoquinas son la primera
linea de defensa contra las infecciones virales y
se las implicé en la vigilancia inmunolégica de las
células malignas. Los IFN se clasifican en dos gru-
pos principales: tipo I o IFN viral (principalmente
IFN-q, -B, -®, y -1) y tipo II o IFN inmune (IFN-vy).
Los IFN tipo I y tipo II no comparten una homo-
logia estructural obvia. EI IFN tipo I se produce
en respuesta directa a la infeccion viral; el IFN-a
deriva principalmente de los leucocitos, mientras
que los fibroblastos son la principal fuente de
IFN-B, aunque también puede ser sintetizado por
diferentes tipos celulares. E1 IFN tipo II es sinte-
tizado primariamente por linfocitos T activados
y por las células NK luego del reconocimiento de
las células infectadas (11). Con respecto a los

bovinos, Capon y col (5) describieron una familia
de genes de IFN-a (bIFN) semejante a la clase I
de los IFN de los seres humanos IFN (HulFN)-a,
y una familia novedosa con caracteristicas es-
tructurales diferentes (clase II). Velan y col (56)
también identificaron cinco genes del bIFN-a, que
estan estrechamente relacionados a nivel de su
secuencia aminoacidica (93%). Cuatro de estos
genes (A, B, C y D) codifican diferentes polipép-
tidos, mientras que se sugiere que el quinto (E)
es una forma alélica del bIFN-aC. La homologia
de estos IFN-a con los subtipos de los IFN-a de
los seres humanos y murinos es de aproximada-
mente un 60%. A diferencia de la mayoria de los
mamiferos, en los que el IFN-f es codificado por
un Unico gen, el IFN- bovino consiste en una
familia compleja de multiples genes (57).

Recientemente, Peng y col (33), usaron
una mutante del HSV-1 que no expresa el LAT
y demostraron que esta regioén del genoma viral
interfiere y retrasa la expresion de IFN in vitroy en
los GT de ratones infectados en forma aguda.

Los codones de terminacién en la cepa
mutante LR impiden la expresion de productos
proteicos, sin afectar la expresion del gen (14).
En células bovinas infectadas, la mutante LR
del BoHV-1 expresa prematuramente niveles de
ARN mas altos que el virus salvaje y estimula
una respuesta a IFN mas potente. E1 ARN del gen
LR contiene regiones con la capacidad de formar
estructuras de doble cadena, un estimulo potente
para la induccién de IFN. También es probable
que la hibridizacién del gen LR con bICPO origi-
ne la formaciéon de dobles cadenas de ARN que
induzcan esta potente respuesta a interferon. En
las tonsilas de terneros infectados en forma aguda
con la mutante LR se detectaron niveles elevados
de IFN-al, IFN-B e IFN-y. Por el contrario, no se
detect6 la expresion de ningan tipo de IFN en los
GT de los animales infectados con el virus salvaje
o la mutante LR en el mismo estadio del ciclo
viral. Consecuentemente, el gen LR promoveria
las primeras fases del establecimiento de latencia
a través de la inducciéon de una respuesta tem-
prana a IFN durante la infeccion productiva (37),
la cual, in vivo, es evidente a nivel de los tejidos
periféricos.

EL GEN LR Y LA APOPTOSIS

La apoptosis es un proceso controlado de
muerte celular que funciona en el desarrollo y la
homeostasis de los organismos multicelulares
a través de la remocion selectiva de las células
danadas o que no resultan necesarias. La apop-
tosis también puede actuar como una respuesta
celular a la infeccion viral, la cual limita el tiem-
po y la maquinaria celular disponible para la
replicacion (55). Debido a que la muerte celular
programada es un mecanismo de defensa con-
tra la infeccién, evitar la apoptosis de la célula
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huésped también representa una etapa esencial
en el ciclo de vida de los virus. Por otro lado, los
virus pueden tomar ventajas de la apoptosis para
destruir a las células inmunitarias o para inducir
la muerte de las células infectadas y favorecer asi
la diseminacion viral. El HSV-1 tiene la capacidad
de inducir e inhibir la apoptosis. Entre los genes
con capacidad antiapoptotica se identificaron al
ICP27, US3, US5, gJ, gD y LAT. Las propiedades
antipapétoticas de estos genes promoverian la so-
brevivencia neuronal durante la infecciéon aguda
(10). Sin embargo, durante el establecimiento y
mantenimiento de la latencia, la funcion de estos
genes estaria silenciada, excepto por el gen LAT,
el cual es abundantemente expresado en este
estadio y cuya actividad anti-apoptética resulta-
ria esencial para mantener un pool de neuronas
latentemente infectadas (18). La proteina p53 es
una de las moléculas principales involucradas en
la respuesta celular al estrés mediante la regula-
cion de la apoptosis, el arresto del ciclo celular,
la senescencia, el dafio al ADN y la estabilidad
genética (54). Al igual que el HSV-1, BoHV-1
induce apoptosis de las células de rifién bovino,
en parte a través de la induccioén de p53, lo cual
facilitaria la liberaciéon de los viriones durante la
infecciéon productiva (7). No obstante, durante
la infeccion latente, el virus debe ser capaz de
prevenir la apoptosis y este proceso ocurre a
través de mecanismos que involucran al gen LR.
Aunque se desconocen los mecanismos exactos
por los cuales el gen LR inhibiria la apoptosis,
recientemente se identificé la interaccion de la
proteina LR con dos proteinas pro-apoptoéticas,
Bid y Cdc42 (27). Henderson y col (13) también
demostraron que durante la infeccién producti-
va, el gen LR inhibe la escisién de la caspasa 9
y de la caspasa 3, siendo esta ultima un efector
critico en las vias de senalizacion que conducen
a la apoptosis celular.

Lovato y col (23), analizaron la frecuencia
de apoptosis en el pico de la infeccién aguda y
durante el establecimiento de la latencia en los
GT de terneros infectados con la cepa mutante LR
y con la cepa salvaje de BoHV-1 y demostraron
que a los 14 dpi (establecimiento de la latencia) la
mutante LR inducia niveles mas altos de apopto-
sis, a pesar de que los GT contenian niveles mas
elevados de ADN del virus salvaje. A los 6 dpi,
no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de neuronas que presentaban tincion
inmunohistoquimica positiva para caspasa 3 en
los GT de animales infectados con la mutante LR
o la cepa salvaje. Por el contrario, a los 14 dpi,
las sefiales positivas para caspasa 3 eran de un
15% y de un 7,6% para la mutante LR y el BoHV-
1 salvaje, respectivamente, y estas diferencias
resultaron estadisticamente significativas. Resul-
tados similares se obtuvieron cuando el numero
de neuronas apoptéticas se evalué mediante la
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técnica de TUNEL. En conclusién, estos hallazgos
demostraron que el gen LR posee propiedades
anti-apoptéticas in vivo y que la inhibicién de la
muerte neuronal promueve el establecimiento
de latencia.

EL GEN LR Y LA REGULACION DE LOS
INFILTRADOS MONONUCLEARES EN
GT

Durante el pico de la infeccién aguda (6
dpi), los terneros experimentalmente infectados
con el BoHV-1 salvaje presentaban infiltrados
de células mononucleares moderados a severos
en los GT. En contraste, al mismo tiempo post-
infecciéon, no se observaron infiltrados celulares
en los GT de terneros infectados con la mutante
LR. Sin embargo, a los 14 dpi se detectaron nu-
merosos focos inflamatorios en los GT de terneros
infectados con la cepa mutante, aunque no en
aquellos infectados con el BoHV-1 salvaje. Estas
observaciones se asociaron con un probable papel
de la proteina LR en la regulacion de los infiltra-
dos linfocitarios en GT (35). Varios estudios con el
HSV-1 (30) sugirieron que la respuesta mediada
por células jugaria un papel en el control de la
infeccién de las neuronas sensoriales. Durante la
etapa de replicacion aguda, numerosos linfocitos
T CD8" infiltran el GT, los cuales son la principal
fuente de IFN-y (19). Las células inflamatorias
y la expresion de citoquinas persisten durante
varios meses luego de la infeccién primaria y
se propone que la actividad no citolitica de los
linfocitos T CD8* (30) es responsable de la pre-
servacién de un reservorio neuronal latente y de
la prevencién de la reactivacién de la latencia.
Pérez y col (35) seleccionaron focos de células
inflamatorias en secciones de GT de terneros
infectados con la cepa mutante LR o con el virus
salvaje y utilizaron la microdiseccién mediante
captura por laser (LCM) para analizar neuronas
rodeadas por infiltrados mononucleares. Las
areas ganglionares que contenian los infiltrados
celulares se colectaron en forma separada a las
neuronas. A partir de ambas muestras se extrajo
ADN para determinar la presencia del genoma vi-
ral mediante PCR. Durante el pico de la infeccion
aguda de los bovinos infectados con el BoHV-1
salvaje, la presencia de infiltrados mononucleares
y de ADN viral en los GT se correlacion6 con los
niveles elevados de replicacién del virus en esta
etapa. Estos hallazgos también demostraron que
no soélo las neuronas contienen ADN viral, sino
también las células satelitales y, probablemente,
las células mononucleares infiltrantes. A dife-
rencia de las observaciones durante el pico de la
infeccion aguda, a los 14 dpi no se detect6 repli-
cacion del virus salvaje o de la cepa mutante. Sin
embargo, la presencia de varios focos de células
mononucleares en los GT de terneros infectados
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con la mutante LR sugiere que la migracién de
linfocitos y monocitos ocurre mas lentamente
que en los tejidos infectados por el virus salvaje
y que estas células persisten aiin cuando no se
detecta replicacion viral. En parte, estos hallaz-
gos estan asociados con el crecimiento reducido
de la cepa mutante en el sistema nervioso pe-
riférico. También es probable que la mutante
LR no pueda controlar la migraciéon de células
inflamatorias durante la replicacion aguda. La
infiltracion de células inmunitarias en GT ocurre
como consecuencia de la replicacién y expresion
de genes virales, como se observa en el caso de
la infeccion con BoHV-1 salvaje, y la migracion
de células inflamatorias cesa cuando la replica-
cién viral aguda desaparece. En ausencia de la
proteina LR podria ocurrir un incremento en el
ciclo de muerte celular e infiltracion de linfocitos
durante los estadios finales de la infeccién aguda
(establecimiento de la latencia). El incremento en
las senales apoptéticas inducido por la mutante
LR en el GT (23) probablemente incrementa la
infiltracion de linfocitos, en parte, debido a que se
describi6 que ciertas caspasas involucradas en la
apoptosis tienen propiedades anti-inflamatorias
(24). En conjunto, estas observaciones sugieren
que la muerte celular inducida por la mutante
LR facilita la respuesta inflamatoria cerca del
final de la infeccién aguda. Consecuentemente,
el nimero de neuronas infectadas se reduce
debido al proceso apoptético, llevando a una
disminucién en la cantidad de ADN viral en GT
y a una reduccién drastica en la frecuencia de la
reactivacion de la latencia. En conclusién, para
que ocurra el establecimiento y mantenimiento de
la latencia es necesario que existan mecanismos
que inhiban la actividad del sistema inmunitario
contra el virus, especialmente que impidan el
reconocimiento de la/las proteinas codificadas
por el gen LR. Por lo tanto, se puede asumir que
dichas proteinas poseen mecanismos que, directa
o indirectamente, inhiben los mecanismos inmu-
nologicos en GT (36). No obstante se requieren
nuevos estudios que permitan esclarecer el rol
de gen LR en relacién a la respuesta inmunitaria
en el sistema nervioso periférico.

UNA NUEVA PROTEINA EXPRESADA
DURANTE LA LATENCIA: ORF-E

Recientemente, se identificé un pequeno
ORF de 135 aminoacidos que esta contenido en
la secuencia del promotor del gen LR, al cual se
lo denomin6é ORF-E. ORF-E es anti-sentido al
transcripto LR, en direcciéon 3° con respecto al
ORF del gen bICPO, aunque no se superpone a
su secuencia (15). Pérez y col (36) observaron que
ORF-E contiene sitios potenciales de fosforilacion
para la caseina quinasa 2 y para la proteina qui-
nasa C. La presencia de esta pequefa proteina
se detecté consistentemente en células bovinas

infectadas (15, 36). Una proteina de fusién ORF-
E/GFP se detect6 en el nuicleo de lineas celulares
de origen neuronal y en el nucleo y citoplasma
de células de origen no neural (15). En lineas
celulares neuronales, ORF-E induce proyecciones
semejantes a las neuritas (prolongaciones del
soma neuronal), probablemente a través de la
cooperacion con factores celulares, por lo cual se
sugiri6 que ORF-E podria desempenar un papel
en el reestablecimiento de la funcién neuronal
luego de la infeccién viral (36). En forma similar,
el HSV-1 codifica un transcripto anti-sentido al
LAT, el cual ocupa una localizacién genémica
similar al transcripto ORF-E; sin embargo, no
existe similitud a nivel de la secuencia aminoaci-
dica (38).

También se detect6 la expresion de ORF-E
in vivo, en las neuronas de los GT de terneros
latentemente infectados (15, 36). A las 24 horas
posteriores a la administracién de DEX para
inducir la reactivacién, la proteina expresada a
partir del ORF-E se detect6é consistentemente en
células satelitales o células inflamatorias, cerca
de la periferia de las neuronas del GT. A las 48
horas post-reactivacion, algunos nucleos neuro-
nales presentaron tincion positiva para ORF-E.
En comparacioén con la proteina LR, un mayor
porcentaje de neuronas presenté reactividad
positiva para ORF-E durante la infeccién aguda,
latencia y reactivacion (36). A diferencia del gen
LR, ORF-E no induce arresto del ciclo celular y
no posee actividad anti-apoptética (15), por lo
cual se asume que contribuye al ciclo infeccioso
del BoHV-1 a través de mecanismos diferentes a
los utilizados por el gen LR. Aunque se requieren
mas estudios para identificar el papel exacto que
desempena ORF-E en el ciclo vital del BoHV-1,
los resultados preliminares sugieren que, al igual
que el gen LR, su funcién seria importante en las
etapas de latencia y reactivacion.

INTERACCION DEL GEN LR CON C/
EBP-A

Entre las proteinas que interactian con el
gen LR se describi6 a la proteina alfa potenciadora
de unién al CCAAT (C/EBP-a), una proteina cuya
expresion es inducida en las neuronas del GT du-
rante la infeccion productiva y la reactivacion de
terneros latentemente infectados. Las proteinas
potenciadoras de union al CCAAT son factores
de transcripcion que poseen un dominio bZIP
de dimerizacién y unién al ADN. Estas proteinas
estan involucradas en diversos procesos como el
control y la diferenciacién celular, el metabolismo
y la inflamacién (40). Al igual que en la infeccién
por el virus de Epstein-Barr (EBV) y el herpes
virus humano 8 (HHV-8), C/EBP-a también
activa ciertos promotores de BoHV-1 durante la
infeccion litica (26). En forma sinergistica con
bTIF, C/EBP-a activa a la unidad de transcrip-
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cién inmediatamente temprana (IEtul) que activa
la expresién de dos genes virales, bICPO y bICP4
(25). Por lo tanto, se sugiere que la interaccion de
la proteina LR con C/EBP-a inhibiria la infeccion
viral productiva en las neuronas y permitiria el
establecimiento de la latencia.

EL GEN LR Y EL ESTABLECIMIENTO
DE LATENCIA EN TEJIDO LINFOIDE

El principal sitio para el establecimiento
de latencia de los alfa-herpesvirus son las neu-
ronas sensoriales. No obstante, las infecciones
latentes o persistentes también pueden ocurrir
en sitios no-neurales. Al igual que las neuronas
sensoriales, las células linfoides son células al-
tamente diferenciadas y tienen una vida media
larga. Por lo tanto, son sitios adecuados para
alojar al virus durante la latencia. Diversos
estudios demostraron que el ADN del virus de la
pseudorabia (42), del herpesvirus equino-1 (48)
y del herpesvirus canino-1 (28) estaba presente
en tejido linfoide. E1 ADN del BoHV-1 se detect6
consistentemente en las tonsilas (34), leucocitos,
ganglios linfaticos y bazo, en ausencia de virus
infeccioso, lo cual indica que el virus puede
establecer latencia o persistir en estas células.
La infeccion de las células mononucleares san-
guineas (PBMC) por BoHV-1 lleva a la alteracién
de sus actividades inmunolégicas y los estudios
de Winkler y col (58, 60) demostraron que du-
rante la infecciéon aguda, BoHV-1 infecta e induce
apoptosis de los linfocitos T CD4*.

Utilizando la cepa mutante LR, Pérez y col
(34) demostraron que el gen LR estimula el cre-
cimiento viral en las tonsilas bovinas. Los titulos
de esta cepa en las tonsilas durante la infeccion
aguda fueron mas bajos que para el virus sal-
vaje y mediante hibridizacién in situ no se logr6
detectar el ADN de la cepa mutante durante la
infeccién aguda de las tonsilas. A pesar de los
niveles mas bajos de virus infeccioso y de ADN
viral durante la infeccién aguda, mediante PCR
semicuantitativo se determiné que ambas cepas
alcanzan niveles similares de ADN en las tonsilas
durante la latencia. Este estudio sugiere que el
gen LR estimula el crecimiento del BoHV-1 en
este tejido. La presencia de ADN viral a los 60
dias post-infeccién, en ausencia de niveles detec-
tables de la expresién de genes IE, E y L, confirma
que las tonsilas son un sitio especifico para la
latencia del BoHV-1. La recuperaciéon de virus
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infeccioso sélo fue posible mediante el explante
y co-cultivo de las tonsilas, lo cual es consistente
con las caracteristicas de una infeccién latente
(34). La mutante LR no se reactiva in vivo luego
de la administracion de DEX. Sin embargo, la
recuperacion de la cepa mutante a partir de los
explantes tonsilares también demostré que el
ADN viral es infeccioso luego del establecimiento
de la latencia. Como se describio previamente,
Lovato y col (23) demostraron que la mutante
LR induce niveles mas elevados de apoptosis en
GT hacia el final de la infecciéon aguda. Aunque
el ARN del gen LR se expresa abundantemente
en los GT del ganado infectado (18), este ARN no
se detecta en forma abundante en las tonsilas
(34, 58), lo cual sugiere que las proteinas codifi-
cadas por el gen LR tampoco se expresan a altos
niveles. A diferencia de los resultados en GT, el
gen LR no desempenaria un papel importante en
la regulaciéon de la apoptosis en tejido linfoide,
en parte porque éste no seria abundantemente
expresado. El transcripto LR sufre empalmes que
son especificos del tejido neuronal (7), por lo cual
es probable que no ocurra un empalme adecuado
en las tonsilas y, por lo tanto, la proteina LR
podria no tener una actividad anti-apoptética
potente en este tejido. También es posible que el
virus infecte un nimero muy bajo de células en
las tonsilas. De acuerdo a este concepto, Fuchs y
col (9) demostraron que la infeccién de los PBMC
es un evento comun durante la infeccién aguda
del ganado, aunque s6lo un pequefio nuimero
de leucocitos (10*al0?) en la sangre periférica
contienen ADN del BoHV-1.

Las células linfoides son tipos celulares
altamente diferenciados al igual que las neu-
ronas; no obstante, también debe considerarse
que los factores de transcripcion y/o los factores
regulatorios involucrados en el control del ciclo
celular, pueden afectar la actividad de los genes
virales en una forma dependiente del tejido. En
resumen, estos resultados demuestran que el gen
LR no seria esencial para el ciclo de latencia y
reactivacion en las tonsilas como lo es en las neu-
ronas sensoriales de los bovinos. Sin embargo, el
establecimiento de la latencia en células linfoides
y la probabilidad de un mecanismo diferente
involucrado en la regulaciéon de la latencia del
BoHV-1 imponen una mayor complejidad para
el control de la enfermedad.

Cuadro 1. Principales funciones del gen LR en el ciclo de latencia y reactivacion del her-

pesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1).

Inhibicion de la expresion de los genes virales inmediatamente tempranos
Inhibicion de la actividad de los complejos cdk-ciclinas
Inhibicién de la apoptosis
Induccién temprana de la respuesta a interferon
Inhibicién de la infiltracion de células mononucleares hacia el final de la infeccién aguda
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CONCLUSION

En el Cuadro 1 se resumen las principales
funciones del gen LR que participarian en el ciclo
de latencia y reactivacién del BoHV-1. A dife-
rencia de lo que ocurre con el LAT del HSV-1, el
cual es importante pero no esencial para el ciclo
de latencia y reactivacién viral, las funciones del
gen LR del BoHV-1 son criticas en estas etapas
del ciclo infeccioso. Las funciones descriptas
utilizan mecanismos para manipular la maqui-
naria celular y permitir la perpetuacion del virus
en el huésped y la naturaleza. Se requieren mas
investigaciones para determinar y discernir las
propiedades de la familia de proteinas codificadas
por el gen LR y ORF-E.

Muchos paises utilizan vacunas vivas mo-
dificadas contra el BoHV-1. Sin embargo, estas
vacunas pueden establecer latencia y el virus
vacunal puede reactivarse del estado latente. La
reactivacion del BoHV-1 es el principal medio de
transmisién del virus en los rodeos. El hecho de
que la cepa mutante LR no se reactiva, determina
que la introduccién de mutaciones en el gen LR
puede permitir el desarrollo de cepas capaces
de proteger a los animales de la infeccién y a su
vez evitar los riesgos de reactivacion. El enten-
dimiento de los mecanismos que utiliza el virus
para establecer y mantener el estado latente es
esencial para lograr el desarrollo de inmunégenos
eficaces que permitan controlar la infeccion.
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