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ESTUDIO DE LOS MECANISMOS ASOCIADOS A LA NEUROPATOGENESIS DEL
HERPESVIRUS BOVINO 5 (BoHV5) EN SU HOSPEDADOR NATURAL

Palabras clave: BoHV5, neuropatogénesis, TLR, ciclinas, apoptosis.

RESUMEN

El alfaherpesvirus bovino 5 (BoHV5) es el agente etioldgico de la
meningoencefalitis no supurativa en terneros, causal de brotes fatales frecuentes
en Argentina y Brasil y cuya patogenia aun no ha sido completamente esclarecida.
Este virus esta estrechamente relacionado con el alfaherpesvirus bovino 1
(BoHV1), el cual causa enfermedades respiratorias, abortos, trastornos genitales y,
ocasionalmente, encefalitis en el ganado. Aunque ambos virus son neurotrépicos
y comparten propiedades biolégicas similares, se desconoce el motivo por el cual
estos BoHV difieren en su capacidad para causar enfermedades neuroldgicas. Con
el objeto de estudiar diversos aspectos de la neuropatogénesis del BoHV5 y
comparar los hallazgos con BoHV1, se obtuvieron muestras de tejido neural de
terneros inoculados intranasalmente con BoHV1 y BoHV5 durante la infeccidn
aguda, la latencia y la reactivacion. Se determind la distribucién del genoma de

ambos virus en sistema nervioso observdandose que en la infeccién aguda, la
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distribucion de BoHV1 es mas amplia que la de BoHV5, mientras que durante la
latencia y reactivacion sélo el genoma de BoHV5 esta presente en este tejido.
También se analizd la expresion de genes virales representativos de la cinética
inmediata temprana (IE), temprana (E) y tardia (L) en los distintos estadios de
infeccion. No se detectd expresion génica viral en tejido nervioso durante la
infecciéon aguda de terneros infectados con BoHV1 o BoHV5. En terneros
latentemente infectados con BoHV5 se detectd la expresion del gen TK en todos
los sectores del sistema nervioso central evaluados y se detectaron genes L en la
corteza cerebral y en ganglio trigémino (GT) durante la latencia de BoHV5 vy
BoHV1, respectivamente, lo cual permite asumir que en este estadio existe cierto
nivel de expresion de genes IE que iniciarian la cascada de expresidon génica.
Durante la etapa de reactivacion no se detectd la expresion de genes IE o E en
tejido nervioso de bovinos infectados. En esta etapa se detectd la expresion de
genes L, gD de BoHV1 y gB de BoHV5. Esto sugiere que la expresion de genes L es
un evento clave para que se logre la infeccion productiva en esta etapa. Por otro
lado se evaluaron las variaciones en los niveles de expresion de los receptores tipo
toll (TLR) en diferentes regiones del SNC bovino. En general, los resultados de este

estudio demostraron que la infeccidon del sistema nervioso por los BoHV estimuld
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la expresidn de los TLR3, TLR7 y TLR8 y no modificd significativamente la expresidn
de TLR9, y fue posible determinar que la magnitud en la variacion de la expresion
de los TLR se correlaciona con las manifestaciones clinicas que se pueden observar
en cada etapa del ciclo infeccioso de los BoHV. Por otro lado, se analizaron los
niveles de expresion de ARNm de ciclinas mediante gRT-PCR, observandose que
existen diferencias notables en la modulacién de la expresidon de ciclinas por
BoHV1 y BoHV5, particularmente en GT, el sitio principal de latencia de los
alfaherpesvirus. En este trabajo se evalud la presencia de linfocitos CD8"
citotoxicos mediante inmunohistoquimica y se determind la expresiéon de
perforina y granzimas en el tejido nervioso. No se detectd una presencia
abundante de linfocitos T CD8". Estos fueron mas evidentes durante la infeccidn
aguda por BoHV1 y menos evidentes en el GT de los bovinos infectados con
BoHV5. Del mismo modo, la ausencia de expresion de perforina y granzimas
durante la infeccién aguda facilitaria la diseminacion viral en el tejido nervioso.
Durante la latencia de BoHV5, fue posible determinar lar expresion de granzima B,
lo cual sugiere que antigenos virales mantendrian activos a los linfocitos
citotoxicos durante esta etapa. Por ultimo, se analizé la capacidad de BoHV5 para

inducir apoptosis en cultivos celulares y en tejido nervioso. Pudiendose observar
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gue BoHV1 tendria mas capacidad para inducir apoptosis in vitro e in vivo. Los
cambios apoptéticos se corresponden con la capacidad de replicacion de las cepas

de BoHV1y BoHVS5.

En este estudio se demostré que la reactivacion molecular espontanea
puede ser un evento frecuente en las infecciones por ambos alfaherpesvirus. Se
detectd una regulacion positiva significativa de todos los TLR después de Ia
infeccidon primaria de los tejidos neurales por ambos BoHV, a excepcion de TLR9
gue no demostroé variaciones significativas. Las diferencias notables en los niveles
de ARNm de TLR durante la infeccién aguda y la reactivacién proporcionan
evidencia de que la respuesta inmune innata puede estar involucrada en los
resultados clinicos observados en cada etapa. Se observaron también, diferencias
marcadas entre la induccién in vitro de apoptosis por las cepas BoHV1 Cooper y
BoHV5 97/613. Se demostrd una asociacion entre la magnitud de la replicacion de
los BoHV y la induccién de apoptosis en el GT. Por otro lado se demostré por
primera vez la modulacién de BoHV5 sobre la expresion de ciclinas en los tejidos
neurales de su hospedador natural. Estos hallazgos sugieren que la inducciéon de
apoptosis y la respuesta inmune innata orquestan el resultado final de la infeccion

por alfaherpesvirus del sistema nervioso bovino.
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STUDY OF THE MECHANISMS ASSOCIATED WITH BOVINE ALPHAHERPESVIRUS 5

(BoHV5) NEUROPATHOGENESIS IN ITS NATURAL HOSPEDATOR

Keywords: BoHV5, neuropathogenesis, TLR, cyclin, apoptosis

SUMMARY

Bovine alphaherpesvirus 5 (BoHV5) is the etiological agent of non-
suppurative meningoencephalitis in calves, the cause of frequent fatal outbreaks
in Argentina and Brazil. BoHV5 pathogenesis of which has not been fully
elucidated yet. This virus is closely related to bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV1),
which causes respiratory diseases, abortions, genital disorders, and occasionally
encephalitis in cattle. Although both viruses are neurotropic and share similar
biological properties, the reason why these alphaherpesviruses differ in their
ability to cause neurological disease is unknown. In order to study various aspects
of BoHV5 neuropathogenesis and to compare the findings with BoHV1 infection,
neural tissue samples were obtained from calves intranasally inoculated with
BoHV1 and BoHV5 during acute infection, latency, and reactivation. The
distribution of the genome of both viruses in the nervous system was determined,

observing that during acute infection, the distribution of BoHV1 is broader than
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that of BoHV5, while during latency and reactivation only the BoHV5 genome is
present in this tissue. The expression of viral genes representative of the
immediate-early (IE), early (E) and late (L) kinetics in the different stages of
infection was also analyzed. No viral gene expression was detected in nervous
tissue during acute primary infection of calves infected with BoHV1 or BoHV5. In
calves latently infected with BoHV5, the expression of the TK gene was detected in
all the sectors of the central nervous system evaluated and L genes were detected
in the cerebral cortex and in the trigeminal ganglion (TG) during the latency of
BoHV5 and BoHV1, respectively, which allows us to assume that at this stage there
is a certain level of expression of IE genes that would initiate the gene expression
cascade. During the reactivation stage, the expression of IE or E genes was not
detected in nervous tissue of infected cattle. At this stage, the expression of L
genes, BoHV1 gD and BoHV5 gB was detected. This suggests that L gene
expression is a key event for productive infection to be achieved at this stage. On
the other hand, variations in the levels of expression of toll-like receptors (TLR) in
different regions of the bovine CNS were evaluated. In general, the results of this
study demonstrated that infection of the nervous system by BoHV stimulated the

expression of TLR3, TLR7, and TLR8 and did not significantly modify the expression
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of TLR9. It was possible to determine that the magnitude in the variation of TLR
expression is correlated with the clinical manifestations that can be observed at
each stage of the infectious cycle of BoHV. The expression levels of cyclins mRNA
were analyzed using gRT-PCR, observing that there are notable differences in the
modulation of cyclin expression by BoHV1 and BoHVS5, particularly in the TG, the
main latency site of alphaherpesviruses. In this work, the presence of cytotoxic
CD8" lymphocytes was evaluated by immunohistochemistry and the expression of
perforin and granzymes in nervous tissue was determined. An abundant presence
of CD8" T lymphocytes was not detected. These cells were more evident during
acute BoHV1 infection and less evident in the TG of BoHV5- infected cattle.
Similarly, the absence of perforin and granzyme expression during acute infection
would facilitate viral spread in nervous tissue. During BoHV5 latency, it was
possible to determine the expression of granzyme B, which suggests that viral
antigens would keep cytotoxic lymphocytes active during this stage. Finally, the
ability of BoHV5 to induce apoptosis in cell cultures and in nervous tissue was
analyzed. It was evident that BoHV1 would have more capacity to induce
apoptosis in vitro and in vivo. The apoptotic changes are in agreement with the

level of replication of BoHV1 and BoHV5 strains.
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This study demonstrated that spontaneous molecular reactivation can be a
frequent event in infections by both BoHV. A significant positive regulation of all
TLR was also detected after primary infection of neural tissues by both viruses,
except for TLR 9 who did not show significant variations. The notable differences
in the TLR mRNA levels during acute infection and reactivation provide evidence
that the innate immune response may be involved in the clinical outcomes
observed at each stage. The remarkable differences in TLR mRNA levels during
acute infection and reactivation provide evidence that the innate immune
response may be involved in the clinical outcomes observed at each stage.
Marked differences were also observed between in vitro induction of apoptosis by
the BoHV1 Cooper and BoHV5 97/613 strains. An association between the
magnitude of BoHV replication and the induction of apoptosis in the TG was
demonstrated. On the other hand, the modulation of BoHV5 on the expression of
cyclins in the neural tissues of its natural host was demonstrated for the first time.
These findings suggest that the induction of apoptosis and the innate immune
response orchestrate the final outcome of alphaherpesviruses infection of the

bovine nervous system.



1-INTRODUCCION



1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA FAMILIA HERPESVIRIDAE

El alfaherpesvirus bovino 5 (BoHV5) es un virus perteneciente al orden
Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae y género
Varicellovirus. Es responsable de cuadros de meningoencefalitis no supurativa
altamente prevalentes en nuestro pais y en el sur y centro de Brasil (Carrillo y col.,
1983; Magyar y col., 1993; Horiuchi y col., 1995; Schwyzer y Ackermann, 1996;
Silva y col., 1999).

Virtualmente cada especie de vertebrado estudiada hasta el momento
sustenta al menos un virus de esta familia y estan adaptados de forma eficiente a
cada hospedador natural causando usualmente infecciones asintomaticas,
excepto en animales jovenes, en individuos inmunosuprimidos o cuando infectan
especies diferentes al hospedador natural. Esto implica que los herpesvirus han
co-evolucionado con las especies vertebradas durante milenios, dando lugar a la

estrecha adaptacién observada (Davison, 2002).



1.2. CLASIFICACION Y COMPOSICION DE LA PARTICULA VIRAL

La inclusién de un virus en la familia Herpesviridae se basa en la
arquitectura del viridon. El mismo consta de un core que posee ADN lineal de doble
cadena de aproximadamente 140 kilobases (kb). El genoma esta rodeado por una
nucleocapside icosaédrica de aproximadamente 100-125 nm de didmetro
compuesta por 162 capsdmeros (150 hexameros y 12 pentdmeros) que
representan subunidades parcialmente huecas (Figura 1.1). Alrededor de la
nucleocapside se presenta el tegumento, una capa fibrosa y asimétrica,
compuesta de glicoproteinas, lipoproteinas y proteinas con accidn enzimatica, que
son liberadas al citoplasma de la célula huésped cuando se produce la fusion de la
envoltura viral con la membrana plasmatica. En general, estas proteinas se
encargan de tomar el control de la maquinaria molecular de la célula. Por ultimo,
poseen una envoltura compuesta por una membrana lipoproteica doble en la cual

se insertan las glicoproteinas virales (Flores, 1996; Roizman y Pellet, 2007).
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Figura 1.1: Morfologia del herpesvirus. (lzquierda) Reconstruccién de la
capside del herpesvirus humano 1 (HHV1) generada por imagenes de un
microscopio de crio-electrén, visto a lo largo de los dos ejes. En azul se
observan las hexonas, en rojo las pentonas, y en verde los tripletes. (Derecha)
Representacion esquematica de un virion con diametros en nm. (G) Genoma,
(C) Capside, (T) Tegumento, (E) Envoltura. (Fenner 2011).

Los virus incluidos en la familia Herpesviridae comparten varias
propiedades bioldgicas:

1- El genoma codifica un gran numero de enzimas involucradas en el
metabolismo de los acidos nucleicos (timidina quinasa, timidilato sintetasa,
dUTPasa, ribonucleétido reductasa), en la sintesis de ADN (ADN polimerasa,
helicasa, primasa) y en el procesamiento de proteinas (proteinas quinasas).

2- La sintesis del ADN y el ensamblado de la capside ocurren en el nicleo.



3- La produccién de la progenie viral esta siempre acompanada por la
destruccion de la célula infectada.

4- La capacidad de establecer un estado de latencia en su hospedador
natural.

En las células que contienen virus latente, el genoma viral se encuentra
circularizado (episoma) y sdlo se expresan unos pocos genes virales. Los genomas
latentes conservan la capacidad de replicarse y causar enfermedad en el
momento de la reactivacion. Las infecciones latentes en hospedadores
clinicamente normales proporcionan un reservorio para la transmisidén del virus
(Roizmany col., 1991).

Los miembros de la familia Herpesviridae se clasifican en tres subfamilias
(Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae) basandose en las
propiedades bioldgicas de los miembros conocidos hasta el momento (Roizman y
col., 1973, 1979). Asimismo, utilizando datos de homologia de las secuencias de
ADN, de la similitud en la organizacion genédmica y de estudios de proteinas virales
mediante ensayos inmunoldgicos, dichos virus se clasifican en diversos géneros.

Las principales caracteristicas de cada subfamilia y los géneros que la integran de



acuerdo al Comité Internacional de Taxonomia Viral (International Committee on

the Taxonomy of Viruses, ICTV), son los siguientes:

Subfamilia Alfaherpesvirinae: los miembros de esta subfamilia se
caracterizan por tener un rango variable de hospedadores, un ciclo de
replicacion corto, una rapida diseminacién en cultivo de tejidos, una alta
eficiencia en la destruccidn de las células infectadas (Rock, 1993; Fenner y
col., 1993; Denis y col., 1994) y la capacidad de infectar células nerviosas y
establecer latencia en ganglios sensoriales (Denis y col., 1994; Engels y
Ackermann, 1996). Esta subfamilia contiene los géneros Simplexvirus,
Varicellovirus, Mardivirus, lltovirus y Scutavirus.

Subfamilia Betaherpesvirinae: posee un rango restringido de hospedadores.
El ciclo viral es largo y el progreso de la infeccidn en cultivo celular es lento.
El virus puede mantenerse en estado de latencia en glandulas secretoras,
células linforeticulares, rifiones y otros tejidos. Esta subfamilia esta
compuesta por los géneros Citomegalovirus, —Muromegalovirus,
Proboscivirus y Roseolovirus.

Subfamilia Gammaherpesvirinae: el rango de hospedadores de los

miembros de esta subfamilia esta limitado a la familia u orden a la cual



pertenece el hospedador natural. In vitro, todos los miembros replican en

células linfoblasticas y algunos también causan infecciones liticas en células

epiteliales y fibroblasticas. Los virus de esta subfamilia son usualmente
especificos de linfocitos T y B y se ha demostrado la presencia de virus
latente en tejidos linfoides. Esta subfamilia contiene los géneros

Linfocriptovirus, Rhadinovirus, Macavirus y Percavirus.

Los alfaherpesvirus constituyen la mayor subfamilia y contienen diferentes
patdégenos relacionados a los humanos y los animales. Los conocimientos
existentes sobre los mismos provienen en su mayoria de estudios realizados con el
alfaherpesvirus humano 1 (HHV1), también conocido como herpes simplex virus 1
(HSV1), virus prototipo de los alfaherpesvirus. Otros alfaherpesvirus de
importancia clinica son, entre otros, el alfaherpesvirus humano 3 (HHV3, varicela
zoster virus [VZV]), el alfaherpesvirus de los suidos 1 (SHV1) o virus de la
pseudorabia porcina (PRV), el alfaherpesvirus equino 4 (EHV4) o virus de la
rinoneumonitis equina (Rock, 1993; Flores, 1996), el alfaherpesvirus bovino 2
(BoHV2) o virus de la mamilitis bovina (Mohanty y Dutta, 1988) vy el
alfaherpesvirus bovino 1 (BoHV1), que es el alfaherpesvirus mas estudiado de los

bovinos (Flores, 1996).



1.3. ORIGEN Y CLASIFICACION DEL BoHV5

El BoHV1 y BoHV5 son dos alfaherpesvirus estrechamente relacionados que
infectan el ganado. El primer caso de meningoencefalitis bovina asociada con una
infeccidn por herpesvirus fue reportado en Australia por Johnston y col., en el afo
1962. Basandose en la morfologia del virién, efecto citopatico en cultivo celular y
propiedades antigénicas, el virus aislado fue considerado wuna variante
neuropatogénica de BoHV1. Mediante el analisis del genoma viral y su asociacion
con las distintas manifestaciones clinicas, las cepas de BoHV antigénicamente
relacionadas, afios atrds fueron clasificadas en distintos tipos y subtipos: BoHV1
subtipo 1 (o virus de IBR): causante de enfermedad respiratoria y abortos; BoHV1
subtipo 2 (que se subdividié a su vez en BoHV1-2a, responsable de enfermedad
genital y abortos y BoHV1-2b causante de enfermedad genital) (Horiuchi y col.,
1995; Schwyzer y Ackermann, 1996). Estudios comparativos de este agente con
diferentes cepas de BoHV1 basados en mapeos de sitios de restriccion del ADN
viral (Brake y Studdert, 1985), pruebas de neutralizacién cruzada (Bagust y Clark,
1972; Metzler y col., 1986) y reactividad contra anticuerpos monoclonales
(Metzler y col., 1986) indicaron que estas cepas de virus diferian en sus

propiedades gendmicas y antigénicas. Asi, el anteriormente nombrado



Herpesvirus de la Encefalitis Bovina (BEHV) (Studdert, 1989) o BoHV1 subtipo 3
(Metzler y col., 1986) fue reconocido como una especie de virus distinta por el
Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus en 1992 (Roizman y col., 1992) y
re-clasificado como BoHV5.

Las cepas de BoHV5 se clasifican en tres subtipos basdandose en el andlisis
del ADN viral mediante el empleo de endonucleasas de restriccion. Las cepas
prototipo, para los subtipos a, b y no-a-no-b, son las cepas australiana N569, la
cepa argentina A663 y algunos aislamientos brasileros (D’Arce y col., 2002),
respectivamente (Figura 1.2). Recientemente, se determind que la cepa A663 es

un recombinante natural entre BoHV1 y 5 (Maidana vy col., 2017).
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Figura 1.2: Esquema del patron de restriccion
BstEll de diferentes subtipos de BoHV5 que
muestran los subtipos a, b, non-a-non-b. M:
Marcador de peso molecular (Imagen extraida
de Del Médico y col. 2009)

1.4. PARTICULARIDADES DEL GENOMA

El BoHV1 y BoHV5 tienen una disposicion de genoma de tipo "D", que
consiste en un fragmento largo Unico (UL) y un fragmento corto unico (US)
flanqueados por secuencias de repeticidon (repeticiones internas y terminales, IR e
TR, respectivamente) (Roizman y Pellet, 2007). EI ADN del virién incluye
cantidades equimolares de moléculas de ADN que difieren en la orientacion del

fragmento US con respecto al fragmento UL y, al menos en BoHV1, niveles bajos
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(5%) de los genomas tienen el fragmento UL en una orientacién invertida (Schynts
y col., 2003) (Figura 1.3). Estos datos obtenidos para BoHV1 se pueden extrapolar

razonablemente al genoma de BoHV5.

Figura 1.3: Representacién esquematica del genoma de BoHV5. Se presentan las
secuencias Unicas larga (UL) y corta (US) y las flechas indican sus posibles
orientaciones. La US es flanqueada por dos secuencias repetitivas invertidas, las
repeticiones interna (IR) y terminal (TR). El cédigo de color de las glicoproteinas es
el siguiente: relleno negro indica que la conservaciéon media, al nivel de proteina,
entre BoHV5 y BoHV1 es mayor a 90%; relleno gris indica un nivel de conservacion
entre 80 y 90%; relleno blanco indica un nivel de conservacién menor a 80%.
Imagen extraida de Del Médico Zajac y col. (2010).

El genoma de BoHVS5 tiene una longitud de 137.821 pares de bases (pb) y es
aproximadamente 2kb mas largo que el genoma de BoHV1, con una composicion
G + C del 75% (Delhon y col., 2003). El genoma de BoHV5 contiene 72 genes, los
cuales estan presentes en su totalidad en BoHV1; sin embargo, BoHV5 carece de

un homologo de UL 0.5 (Delhon y col., 2003). La regién UL contiene 60 genes
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putativos. La regidn US contiene ocho genes y esta flanqueada por los elementos
TR e IR, los cuales contienen una copia de dos genes reguladores cada uno.

BoHV1 y BoHV5 exhiben un promedio del 82% de identidad aminoacidica
entre las diferentes proteinas. Las proteinas con mayor similitud (295% de
identidad aminoacidica) son aquellas involucradas en la replicacion del ADN viral y
en el procesamiento de proteinas del viridn (Delhon y col., 2003). Las secuencias
menos conservadas entre ambos virus (£75%) estarian involucradas en el control
del ciclo del virus, en la interaccion virus-célula y en la neuropatogénesis viral
(Delhony col., 2003).

Peshev y col. (1998) describen una similitud gendmica de aproximadamente
un 85% entre los aislamientos respiratorios y encefalicos, mientras que la
identidad de las cepas genitales y respiratorias excede el 95%.

Whetstone y col. (1993) determinaron la presencia de polimorfismos en la
longitud de los fragmentos del genoma para los distintos tipos y subtipos del
BoHV y mediante la hibridizacion con sondas de ADN detectaron areas de
variacion gendémica. Para BoHV5 estos polimorfismos fueron localizados en la
region IR y en la region TR derecha, en correspondencia con las regiones donde se

transcriben los genes de expresion inmediata (IE) (Seal y Whetstone, 1994).



13

1.5. REPLICACION VIRAL

La replicacidon de los alfaherpesvirus ha sido estudiada mdas extensamente
para HSV1y BoHV1. La adsorcidon de estos virus se produce a través de la unién de
los pepldmeros glicoproteicos del viridn a los receptores de la célula hospedadora,
uno de los cuales es el proteoglicano heparan sulfato. Diversos estudios han
demostrado que las diferentes glicoproteinas virales (gB, gC, gD, gE, gH, gK y glL)
son necesarias para la entrada del virus a la célula (Li y col., 1995; Schroder y Keil,
1999; Dasika y Letchworth, 1999, 2000; Hanon y col., 1999). BoHV1.1 y BoHV1.2
difieren en algunos epitopes de la gC; dichos cambios pueden alterar la adsorcion
y pueden ocasionar diferencias en la virulencia del subtipo viral (Rijsewijk y col.,
1999). Aunque la totalidad de las moléculas involucradas en la entrada del BoHV1
a la célula no esta completamente dilucidada, esta claramente establecido que el
virus se une a las moléculas de heparan sulfato presentes en la membrana celular
(Hanon y col., 1998a; Tyler y Nathanson, 2001) a través de las glicoproteinas
virales gB y gC (Li y col., 1996). Luego de esta unidn inicial, gB y gD se unen con
alta afinidad a sus receptores putativos en la membrana celular (Li y col., 1995).
Estudios para identificar estos receptores de alta afinidad, demostraron que la gD

de BoHV1 puede unirse débilmente con el receptor 1 de nectina (HveC) o con el
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receptor humano para el poliovirus (PVR o CD155) expresados en células de
humano o de hamster (Geraghty y col., 1998; Connolly y col., 2001). Esta unién
débil, indica que la entrada del BoHV1 en el hospedador bovino puede estar
mediada por la interaccion de la gD con receptores diferentes a los homélogos
bovinos del HveC o PVR (Geraghty y col., 1998; Connolly y col., 2001). Luego de la
adsorcion, la envoltura viral se fusiona con la membrana plasmatica de la célula, la
nucleocapside entra en el citoplasma, el complejo ADN-proteina es entonces
liberado de la nucleocapside e ingresa al nucleo, interfiriendo rapidamente con la
sintesis de macromoléculas de la célula hospedadora e iniciando la fase de eclipse
durante la cual el virus infeccioso no puede ser detectado dentro de la célula

(Gustafson, 1973)(Figura 1.4).
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Figura 1.4: Ciclo de replicacion de HSV. (1) Unién: gB (HSV1 y HSV2) mds gC
(HSV1) participan en la union del virus a la superficie de las células, seguido de
la unién de gD a uno de sus receptores. (2) Entrada: después de la fusién de
membranas, la capside viral y las proteinas del tegumento se internalizan en el
citoplasma. (3) Transporte de la capside al nucleo: una vez en el citoplasma, la
capside viral se acumula en el nucleo ya sea por difusidn simple o mediada por
estructuras del citoesqueleto, como los microttbulos. (4) Transcripcidn: los
genes de HSV se transcriben secuencialmente como genes o, B y y. (5)
Traduccion: los ARNm virales se traducen secuencialmente (proteinas a, By y).
(6) Replicacidn: la replicacion del genoma viral ocurre como un ciclo continuo.
(7) Ensamblaje de la capside: las capsidas de HSV se ensamblan dentro del
nucleo de las células infectadas. (8) Glicosilacidn: las glicoproteinas se traducen
y glicosilan en el reticulo endoplasmico (ER). (9) Exportacidn de glicoproteinas a
la superficie celular: las glicoproteinas se procesan en la red trans-Golgi (TGN) y
los cuerpos multivesiculares (MVB). Luego, se exportan a la membrana
plasmatica. (10) Endocitosis de la membrana plasmatica que contiene
glicoproteinas. (11) Envoltura: las glicoproteinas dentro de los endosomas
tempranos (EE) se fusionan con las cdpsides en el citoplasma. (12) Liberacion
del virus. (Imagen extraida de Ibafiez y col. 2018)

15
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En el interior del nucleo se desencadena el mecanismo de cascada de la
expresion génica viral. Tres clases de ARNm (a, B y y) son transcriptos
secuencialmente por la ARN polimerasa Il celular (Figura 1.5). De este modo, los
ARN a (ARN inmediatos tempranos, IE [[mmediate Early]) cuando son procesados
adecuadamente a ARNm, se traducen a proteinas a (proteinas inmediatas
tempranas), las cuales inician la transcripcidon de los ARNm B (ARNm tempranos, E
[Early]), cuyos productos traducidos (las proteinas B o proteinas tempranas)
suprimen la transcripcién de nuevos ARNm a. Luego comienza la replicacion del
ADN viral utilizando algunas de las proteinas a y B asi como proteinas de la célula
hospedadora. A continuacion, el programa de transcripcion se activa nuevamente
y los ARNm y (ARNm tardios, L [Late]), los cuales son transcriptos a partir de
secuencias situadas a lo largo de todo el genoma, se traducen a proteinas y
(proteinas tardias). Mas de 70 proteinas codificadas por el virus son sintetizadas
durante el ciclo viral, siendo muchas de las proteinas a y B enzimas y proteinas de
union al ADN, mientras que la mayoria de las proteinas y son estructurales

(Fennery col., 2011).
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Figura 1.5: Diagrama representando la transcripcion,
traduccién y replicacidon de un herpesvirus tipico. La
transcripcion y el procesamiento post-transcripcional
ocurren en el nucleo y la traduccion en el citoplasma;
vhs es una proteina del tegumento codificada por el
gen UL41 e inhibe la sintesis proteica de la célula
hospedadora; VP16, codificada por el gen UL48, es
otra proteina del tegumento la cual es un factor de
transcripcion que entra al nucleo y activa los genes
inmediatos tempranos. Figura extraida de Fauquet y
col. (2005).

La expresion de los genes IE es estimulada por una proteina del tegumento,
bTIF, la cual interactia con factores de transcripcion celulares y se une a los
promotores IE para activar la transcripcion (Wirth y col., 1991, 1992; Gillete y col.,
2002). La transcripciéon de los genes IE se organiza en dos unidades de
transcripcion: IEtul, que codifica dos proteinas (bICPO y bICP4) (Wirth y col., 1991,

1992) e IEtu2 que codifica bICP22 (Schwyzer y col., 1994).
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Luego del ensamblaje, los viriones abandonan el nucleo y se dirigen hacia la
membrana citoplasmadtica externa por procesos de gemacion a partir de
membranas intracitoplasmaticas, adquiriendo su envoltura y tegumento. Luego
son transportados dentro de vesiculas intracelulares a la membrana
citoplasmatica para su posterior liberacién de la célula (Hunter, 2001). Las
particulas virales maduras son liberadas lentamente por fusidon con la membrana
celular y posterior exocitosis, o por citdlisis (Fenner y col., 2011). Durante el
proceso de replicacion y la formacién de nuevos viriones se generan cambios
nucleares, los cuales son evidentes en secciones histolégicas de tejido o cultivos
celulares. Estos cambios pueden ser reconocidos por la formacién de inclusiones
en el nucleo celular conocidas como Cowdry tipo A (Martin, 1976).

La cinética de replicacion viral es muy rapida luego de la adsorcidon y entrada
a la célula. La replicacién del genoma del BoHV comienza dentro de las dos horas
siguientes a la infeccién (Meurens y col., 2004). La expresion de antigenos sobre la
superficie celular ocurre a las 3-4 h post-infeccion (pi) y el ensamblaje viral se
completa a las 6-7 hpi, produciéndose la diseminacion y liberacién extracelular del

virus en 30 minutos a 1 h post-ensamblaje (Babiuk y col., 1996).
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1.6. EPIDEMIOLOGIA

Hasta el momento no existen estudios sobre los factores que influyen en la
transmisiéon o la incidencia de las infecciones por BoHV5. El bovino es el
hospedador natural de este virus y en los animales jovenes, desde el nacimiento
hasta aproximadamente los 18 meses de edad, el curso de la enfermedad es
rapido y letal (Salvador y col., 1998). En general, los animales adultos son menos
susceptibles a la infeccion por BoHV5, dependiendo de las caracteristicas de la
cepa viral implicada y del hospedador. Las infecciones por BoHV5 tienen una tasa
de mortalidad menor al 10%, mientras que la tasa de letalidad puede llegar al
100% (siendo en general siempre superior al 90%) en animales menores de 6
meses (Carrillo y col.,, 1983a; Schudel y col., 1986; Meyer y col., 2001). Sin
embargo, los animales adultos pueden desarrollar signos leves o bien, una
infeccidn subclinica (Ashbaugh y col., 1997; Cascio y col., 1999; Vogel y col., 2003).

El BoHV1, cuyo hospedador natural también es el bovino, tiene un alto
impacto econémico en la ganaderia mundial. Este virus esta implicado
principalmente en infecciones respiratorias, conjuntivitis, enfermedades genitales
y abortos (Kahrs, 2001). Esporadicamente, BoHV1 es neuroinvasivo y puede

causar encefalitis (Roels y col., 2000; Silva y col., 2007). Por otro lado, aunque
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BoHVS5 es el agente etioldgico primario de la meningoencefalitis bovina, también
ha sido aislado ocasionalmente a partir de los tractos respiratorio y genital
(Schudel y col.,, 1986; Kirkland y col., 2009) y de un feto bovino abortado
espontaneamente (Schudel y col., 1986). Debido a que histéricamente a BoHV1 se
lo asocia con enfermedad respiratoria y genital, la mayoria de estos cuadros
clinicos se atribuyen a este agente viral y, del mismo modo, los casos de infeccidn
neuroldgica en el ganado se atribuyen generalmente a BoHV5. Sin embargo, es
necesario re-evaluar la patogenia de estos herpesvirus y de las pruebas que
rutinariamente se utilizan para su diagndstico, lo cual permitira una mejor
comprension de la presentacion clinica de ambos virus en el bovino.

Los brotes de BoHV5 son esporadicos y presentan una distribucion
geografica limitada, detectandose principalmente en el hemisferio sur (D’Arce y
col., 2002). Aunque las infecciones ocasionadas por el BoHV1 presentan una
distribuciéon mundial (Schudel, 1983), por causas aun no establecidas, los cuadros
nerviosos son particularmente severos y frecuentes en Brasil y Argentina. Las
razones de esta distribucion particular son audn indeterminadas. Solo algunos

casos de encefalitis asociada a BoHV5 han sido reportados en Australia (French,
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1962; Johnston y col., 1962), América del Norte (Reed y col., 1973; D’Offay y col.,
1993) y Europa (Bartha y col., 1969; Morettiy col., 1964).

En los ultimos 25 afios sélo se describieron casos de meningoencefalitis
asociada a BoHV5 en Brasil y Argentina. En Brasil se han presentado casos en las
regiones Norte (Riet-Correa y col., 2006), Centro-Oeste (Salvador y col., 1998;
Colodel y col., 2002), Sud-Este (Salvador y col., 1998; Gomes y col., 2002) y Sur
(Halfen y col., 2000; Elias y col., 2004; Rissi y col., 2006). Con respecto a Argentina,
durante la década del '80 fueron descriptos mas de 50 brotes de encefalitis no
supurativa con aislamiento de BoHV. La casuistica del Grupo de Sanidad Animal de
INTA Balcarce indica que durante el periodo 1990 — 1995, mas del 40% de las
infecciones asociadas a BoHV correspondieron a la forma encefalica (Odedn,
1998). Otro estudio acerca de la casuistica neuropatolégica realizado en nuestro
pais a partir de casos clinicos remitidos al programa de vigilancia epidemioldgica
de Encefalopatia Espongiforme Bovina entre 1994 y 1996, demostrd que sobre un
total de 67 cerebros analizados, las lesiones microscépicas principales
correspondieron a encefalitis, o meningoencefalitis no supurativa y encefalitis no
supurativa con malacia, siendo el BoHV el agente etiolégico mas frecuentemente

aislado (Blanco Viera y col., 1998). Asimismo, entre las enfermedades con signos
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neuroldgicos de etiologia infecciosa diagnosticadas durante el afo 2001
(Odriozola y col., 2002) y los anos 2008, 2009 y parte del 2010 (Margineda y col.,
2010), el BoHV fue uno de los agentes mas frecuentemente identificados. Debido
a la amplia difusién de las cepas encefalicas en el pais y su potencial de producir
brotes fatales de encefalitis, la determinacion de las condiciones bajo las cuales el
BoHV5 es capaz de inducir enfermedad resulta esencial.

La seroprevalencia real de BoHV5 es desconocida tanto en Brasil como
Argentina, principalmente como consecuencia de la alta prevalencia de
anticuerpos especificos contra BoHV1 inducidos por la vacunacion y/o infeccién y
la ausencia de métodos serolégicos que permitan la diferenciacion de ambos
virus. Por otro lado, si bien existen vacunas contra el BoHV1, e incluso algunos
inmundégenos comerciales incluyen una cepa de BoHV5, éstas resultan poco
eficaces. En base a este contexto, es esencial comprender los mecanismos
patogénicos de ambos virus para poder elaborar vacunas eficaces que confieran
proteccion adecuada y desarrollar pruebas diagnodsticas diferenciales. Las medidas
tendientes a prevenir y controlar estas enfermedades redundaran en beneficios

econdmicos para el sector ganadero nacional e internacional, principalmente en el
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ambito del continente sudamericano donde, a diferencia del resto del mundo, los

brotes neuroldgicos asociados con BoHV5 son altamente frecuentes.

1.7. PATOGENIA

1.7.1. ENTRADA Y DISEMINACION VIRAL

Existen escasos datos sobre la transmision del BoHV5, aunque se asume que
utilizaria vias de transmision similares a las del BoHV1. El BoHV1 se transmite por
contacto directo con animales infectados (contacto de nariz a nariz o contacto
genital en el apareamiento), o por aerosol, y la transmisidn indirecta puede ocurrir
a través de alimentos contaminados, agua o fomites y por semen, incluida la
inseminacion artificial (Muylkens y col., 2007). El ADN viral y el virus infeccioso se
han detectado en el semen de toros con infeccion subclinica (Gomes y col., 2003).
El BoHV5 infecta inicialmente las células epiteliales en el sitio de entrada, es decir,
la replicacidon ocurre en la mucosa nasal o vaginal, dependiendo de la ruta de la
infeccidon (Bagust, 1972; Bagust y Clark, 1972). La replicacién viral de BoHV5 en el
sistema respiratorio conduce a una alta produccidon de virus, la progenie se
elimina en las secreciones nasales y constituye una fuente muy eficiente de

transmisidon durante la infeccion aguda.
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Se demostré que las inoculaciones experimentales intravaginales,
epidurales e intracerebrales conducen a enfermedad neurolégica y muerte
(French, 1962; Bagust, 1972; Bagust y Clark, 1972). Los bovinos inoculados por via
conjuntival desarrollan hipertermia, con replicacion nasal del virus, pero no
muestran signos nerviosos (Bagust, 1972). De todos modos, la inoculacién
intranasal es la via mas utilizada para la reproduccion experimental dado que
representaria una de las rutas mas comunes de infeccion natural. Ademas, se ha
demostrado que por esta via es posible establecer los tres estadios del ciclo
infeccioso (Pérez y col., 2002). Después de la replicacion inicial, la propagacion del
virus probablemente se produce por tres vias, como se describié anteriormente
para el BoHV1: diseminacion local, diseminacion sistémica por viremia y
diseminacién neuronal (Pastoret y col.,, 1982; Engels y Ackermann, 1996). La
diseminaciéon sistémica por viremia ha sido demostrada, indirectamente, por
medio del aislamiento del virus a partir el higado, rifdn y leucocitos luego de la
inoculacién intranasal e intravenosa (Bagust y Clark, 1972; Belknap y col., 1994;
Meyer y col., 2001). Ademas, Favier y col. (2014) demostraron que tanto BoHV1
como BoHV5 infectan los leucocitos de sangre periférica (PBLs) luego de la

inoculacion intranasal de bovinos. No obstante, la deteccidén es intermitente lo
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cual sugiere que la carga viral es baja y se desconoce si esta via es significativa en
la patogénesis de BoHV5.

Al igual que en el caso del BoHV1, la diseminacion local en la mucosa
infectada puede ocurrir por dos mecanismos diferentes: (1) las particulas virales
liberadas en el medio extracelular pueden infectar células susceptibles; y (2) la
propagacion directa de célula a célula, es decir, la transmisién viral de una célula
infectada a las células cercanas no infectadas.

Después de una alta tasa de replicacion viral primaria en el epitelio nasal, el
BoHV5 invade el sistema nervioso mediante la via olfatoria y el nervio trigémino,
tanto en bovinos (Furuoka y col., 1995; Pérez y col., 2002) como en el modelo en
conejo (Lee y col., 1999; Beltrao y col., 2000). Durante la replicacién inicial en el
sitio de entrada, los herpesvirus pueden entrar en los axones de las células
nerviosas locales. El ingreso directo a los axones, sin replicaciéon previa, también
puede ocurrir si la dosis infectiva viral es suficientemente alta (Rock, 1993).

La presencia de virus en el nervio trigémino y los cambios microscépicos en
el ganglio trigémino (GT) aparecen a los 5-7 dias de la infeccion (Bagust, 1972;
Bagust y Clark, 1972; Pérez y col., 2002). El desarrollo simultaneo de lesiones en la

corteza cerebral anterior, la médula, la protuberancia y el GT sugiere que el
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BoHV5 también llega al cerebro mediante el transporte axonal desde las neuronas
bipolares de los nervios olfatorios a los bulbos olfatorios (Pérez y col., 2002).

Una vez que el virus alcanza el Sistema Nervioso Central (SNC) en el ganado
bovino, se produce una meningoencefalitis fatal a los 8-10 dias post-infeccion
(Belknap y col., 1994; Meyer y col., 2001; Pérez y col., 2002). Sin embargo, algunos
casos de infeccidn subclinica (Ashbaugh y col., 1997; Cascio y col., 1999; Vogel y
col., 2003; Isernhagen y col., 2011), o de enfermedad moderada (Del Médico Zajac
y col., 2006) han sido reportados en el ganado adulto. En el caso de una infeccién
subclinica, o cuando los animales sobreviven a un cuadro neuroldgico, se
establece una infeccion latente en los ganglios nerviosos. Esta forma de latencia
se establece de por vida (Cascio y col., 1999; Meyer y col.,, 2001; Pérez y col.,
2002) y, bajo ciertas condiciones, puede ocurrir la reactivacién del virus, la

reinfeccion del tejido periférico y la excrecion viral.

1.7.2. INFECCION PRIMARIA, LATENCIA Y REACTIVACION VIRAL

Las infecciones ocasionadas por BoHV1 y BoHV5 atraviesan tres fases: 1)
Infeccion primaria o aguda. En el transcurso de estos ciclos cortos de infeccidn, el
animal infectado disemina el virus entre los animales susceptibles, los cuales se

infectan y contintan excretando virus entre 2 a 16 dias después de la infeccidn.
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Cuando casi todos los animales del rodeo se infectaron y desarrollaron inmunidad,
los ciclos cortos de infeccidn terminan (Wentink y col., 1993) y en el caso de que el
bovino sobreviva a la infeccidn aguda puede establecerse 2) Latencia, etapa en la
que el genoma viral persiste de por vida en el individuo infectado y no se detecta
virus infeccioso y 3) Reactivacion viral, caracterizada por episodios esporadicos de
excrecion viral ocasionados por distintos factores estresantes o la administracion

de corticoesteroides sintéticos.

La fase aguda de las infecciones causadas por el BoHV se caracteriza por la
presencia de signos clinicos evidentes, abundante excrecién de altos titulos de
virus infeccioso y franca diseminacion a los animales susceptibles. Durante este
periodo, tiene lugar una extensa replicacion viral a nivel de las membranas
mucosas (Hossain y col.,, 1995; Schang y Jones, 1997; Osorio, 1998; Flores y col.,
1998).

El BoHV, al igual que la gran mayoria de miembros de la subfamilia
Alfaherpesvirinae, establece latencia durante toda la vida del hospedador en
neuronas ganglionares del sistema nervioso periférico (SNP). Luego de Ia
replicacion inicial en el epitelio mucoso, la nucleocdpside del virus es direccionada

por transporte axonal retrégrado hasta el cuerpo de la neurona sensorial dentro
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del GT. Alli el ADN se localiza en forma episémica en el nucleo de la neurona,
entrando en un estado de transcripcidon restringida, el cual le permite evadir la
respuesta inmune del hospedador.

Durante eventos de estrés, inmunosupresion o uso de corticoides, el virus
puede reactivarse, produciendo particulas virales que migran en forma centrifuga
(Figura 1.6) usando el transporte axonal anterdgrado de la misma neurona por la
cual ascendieron, alcanzando el sitio inicial de replicacién, para poder asi

dispersarse a otros animales susceptibles (Sheffy y Davies, 1972; Rock y col.,,

1992).
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a Replication compartment
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Figura 1.6: Etapas de la infeccion por el herpes simplex virus: a) La infeccidn
de las células epiteliales en la superficie de la mucosa da lugar a una
replicacion productiva, lo que resulta en la produccidon de viriones, que
pueden propagarse para infectar células epiteliales adicionales. El virus
ingresa a las neuronas sensoriales, y las nucleocapsides se transportan al
cuerpo celular neuronal. EI ADN viral se libera en el nucleo neuronal y se
circulariza, persiste en el nucleo de la célula neuronal y se expresa el gen
realcionado a la latencia. b) Tras la reactivacidn, se inicia la expresion de los
genes liticos virales y las capsides recién formadas se transportan a los
extremos axonales. El axén libera virus infeccioso que infecta las células
epiteliales, lo que resulta en una infeccion recurrente y la eliminacion del
virus. Figura extraida de Knipe y Cliffe 2008.

El sitio primario de establecimiento de latencia tanto de BoHV1 como de
BoHVS5 son las neuronas sensoriales del GT (Rock y col., 1992; Meyer y col., 2001);
sin embargo, existen otros sitios adicionales de latencia. Por ejemplo, se demostrd

la persistencia y reactivacion de BoHV1 en los centros germinales de las tonsilas
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faringeas, teniendo este sitio un papel importante, tanto en la patogénesis como
en la transmisién del virus a nuevos hospedadores (Winkler y col., 2000; Pérez y
col., 2005). En el caso de BoHV5 también se demostré que puede establecer
latencia en tonsilas y que puede ser reactivado a partir de estos sitios,
contribuyendo a la transmision viral (Favier y col., 2014). Asi mismo, se ha
evidenciado infeccidn latente por BoHV1 (Fuchs y col., 1999; Favier y col., 2014) y
BoHV5 (Favier y col.,, 2014) en células mononucleares de sangre periférica, en
nodulos linfoides y tejidos esplénicos, aun en ausencia de infeccion productiva
(Mweene y col.,, 1996). Vogel y col. (2004) demostraron la presencia de virus
latente en la raiz dorsal de los ganglios nerviosos sacros, en el plexo simpatico
pélvico y en los nddulos linfoides locales luego de la inoculacién intraprepucial de
toros con una cepa de campo del subtipo BoHV1.2. Con respecto al BoHVS5, el
genoma viral también ha sido detectado en varias areas del SNC en bovinos
latentemente infectados (principalmente en la corteza olfatoria, el cerebelo, el
talamo, mesencéfalo y protuberancia) (Meyer y col., 2001; Pérez y col., 2002;
Vogel y col., 2003). Las mucosas nasal y traqueal también han sido sugeridas como

posibles sitios de latencia de BoHV5 (Meyer y col., 2001) y tanto el ADN del BoHV1
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como del BoHV5 han sido consistentemente detectados en ganglios mediastinicos
durante este periodo (Marin y col., 2016).

El establecimiento del estado de latencia involucra la entrada de la cédpside
viral en una neurona sensorial, el posterior acceso del genoma al nucleo vy el
desarrollo de una infeccién productiva en esta localizacion; luego, la expresion de
genes virales cesa o disminuye drasticamente, y en lugar de los 70-80 genes
virales que se expresan durante la infeccidn litica, en la fase latente sélo se
detecta la expresion de dos transcriptos virales: un transcripto relacionado a la
latencia (Latency-Related gene, LR) y el ORF-E, que son abundantemente
expresados en GT (Bratanich y Jones, 1992; Inman y col., 2004; Jones y col., 2006;
Pérez y col., 2008). A diferencia de BoHV1, el genoma de BoHV5 no codifica para
el ORF-E (Delhon vy col., 2003).

El mantenimiento de la latencia es un suceso que puede durar toda la vida
del hospedador; técnicamente, se define como un periodo durante el cual no es
posible detectar virus infeccioso mediante los procedimientos estandares de
aislamiento viral, y, en general, tampoco se expresan los genes virales necesarios
para el establecimiento de una infeccién productiva (genes de ciclo litico). Los

mensajeros del gen LR son los Unicos transcriptos virales que se expresan
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abundantemente durante esta fase, y la evidencia demuestra que la abundante
expresion de ARN del gen LR en las neuronas sensoriales inhibe la expresion de
bICPO, el principal gen IE, bloqueando asi la infeccién productiva y promoviendo el
establecimiento y mantenimiento de la latencia (Geiser y col., 2002). Ademas, se
conoce que parte del gen LR estd poliadenilado, puede sufrir empalmes
alternativos y tiene el potencial de originar varias proteinas (Hossain y col., 1995;
Devireddy y Jones, 1999). El gen LR contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF),
ORF1 y ORF2, y dos marcos de lectura sin una metionina iniciadora (Kutish y col.,
1990). Los genes LR de BoHV1 y BoHV5 son sustancialmente diferentes. En el caso
de BoHV5, el ORF2 esta interrumpido cuatro veces con solo un marco de lectura
gue tiene una metionina iniciadora (Silvestro y Bratanich, 2016). Ademas, el gen
LR del BoHV1 es capaz de detener el ciclo celular en la fase G1, inhibe la apoptosis
neuronal e inhibe el reconocimiento inmune en GT. Todas las funciones del gen LR
favorecerian la supervivencia neuronal favoreciendo el establecimiento y
mantenimiento de la latencia (Jones y col., 2011). Sin embargo, no todas las
funciones del gen LR parecen estar mediadas por las proteinas codificadas por el
gen. Por ejemplo, la induccidn de la expresidon de IFNB3 parece estar mediada por

el ARN del gen LR (Pérez y col., 2008).
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La reactivacion del estado de latencia es iniciada principalmente por
estimulos estresantes externos naturales (liberacion de glucocorticoides
endégenos) como el transporte, el parto, el hacinamiento, etc., o por el
tratamiento con glucocorticoides (Meyer y col.,2001; Pérez y col.,, 2002; Vogel y
col., 2003) los cuales favorecen la expresion de genes IE; por lo tanto, después de
la reactivacion es posible evidenciar la expresion de genes virales en neuronas
sensoriales infectadas y aislar virus infeccioso de GT y secreciones nasales y/u
oculares (Jones, 2003). De este modo, la replicacién viral puede llevar a la re-
infeccidn del tejido periférico y re-excrecién viral favoreciendo la propagacion del
virus entre los animales susceptibles.

Se han descripto diversos mecanismos por los cuales los glucocorticoides
sintéticos, particularmente Dexametasona (DXM), inducirian la reactivacién viral.
La DXM imita los efectos del estrés, estimula la infeccion productiva (Kook y col.,
2015) e inicia la reactivacion de la latencia (Jones 1998; Shimeld y col., 1990).

Estudios realizados con HSV1, permitieron determinar que la reactivacion
del estado de latencia inducida por el tratamiento con DXM se deberia a un
mecanismo indirecto de inmunosupresion, llevando a la re-expresion de los genes

virales de ciclo litico (Schwyzer y Ackerman, 1996). Ademas, los corticosteroides se
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unen y activan el receptor de glucocorticoides (GR, por sus siglas en inglés) y el
receptor de mineralocorticoides (MR, por sus siglas en inglés) (Oakley y col.,
2013), lo que sugiere que estos receptores de hormonas nucleares median
aspectos claves de la reactivacion de la latencia (EI-Mayet y col., 2017).

El dimero MR o GR unido a una molécula de corticosteroide ingresa al
nucleo y en minutos estimula la remodelacién de la cromatina y la transcripcion
mediante la unién a los Elementos de Respuesta de Glucocorticoides (GRE, por sus
siglas en inglés). Los corticosteroides también tienen efectos antiinflamatorios e
inmunosupresores, en parte al inactivar los factores de transcripcion (AP-1 y NF-
kKB) que estimulan la expresion de citoquinas inflamatorias (Kook y col., 2015). En
general, el estrés aumenta los niveles de corticosteroides y activa el GR, lo cual
puede iniciar constanstemente el escape de la latencia (ver Figura 1.7, esquema
de los eventos necesarios para la reactivacion de la latencia). Luego de 5 minutos
de tratamiento con glucorcorticoides, los GR entran al nucleo, se unen a los GRE e
inducen cambios rapidos en la conformacion de la cromatina y la actividad
transcripcional. Durante el escape de la latencia, ocurren varios eventos clave que
resultan en la expresion génica viral del ciclo litico. Primero, los factores

especificos de transcripcion celular inducidos por la DXM estimulan ciertos
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promotores virales y la infeccién productiva (Workman y col., 2012; Kook y col.,,
2015). Segundo, la expresidn génica viral del ciclo litico, incluyendo la de los genes
bICPO y VP16, también puede ser estimulada directamente por un GR activado. En
tercer lugar, la DXM reprime la expresién del gen LR (Rock y col., 1992; Jaber y
col., 2010; Sinani y col., 2013), lo cual es de suma importancia ya que ciertos
productos del gen LR pueden inhibir la infeccidon productiva (Geiser y col., 2002;
Jaber y col., 2010; Workman y col., 2011). Finalmente, después del tratamiento
con DXM de los animales con infeccién latente, ocurre la apoptosis de las células T
gue persisten en el GT durante la latencia (Winkler y col., 2002), lo que puede
aumentar la incidencia de reactivacion ya que se propone que las células T CD8"
mantienen la latencia (Khanna y col., 2003; Liu y col., 2000; Frizzo da Silva y col.,

2013).
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Figura 1.7: Etapas potenciales que ocurren durante el escape de
latencia inducido por DXM (modificado de Frizzo da Silva y col.
2013).

Los factores solubles producidos por las células T que infiltran el GT
(Decman vy col.,, 2005; Knickelbein y col., 2008) y/o las células dendriticas
(Matundan y col., 2014; Mott y col., 2014) interfieren con la reactivacion del
estado latente. Kook y col. (2015) demostraron que el tratamiento con DXM en
terneros con infeccidn latente conduce a la expresion de genes virales antes de la
apoptosis de los linfocitos infiltrantes en GT. Estas observaciones sugieren que las
funciones inmuno-inhibitorias de los corticosteroides no son criticas cuando se

inicia la expresidon génica viral después de un estimulo de reactivacion. Sin
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embargo, es probable que sean importantes para restringir la propagacion del
virus (EI-Mayet y col., 2017).

Muchos de los genes en la regiéon UL no son afectados por la DXM, lo que
sugiere que existen GRE especificos que mediarian este proceso durante la
infeccidon productiva. Es dificil predecir dénde se encuentran estos GRE dentro de
la regidon UL ya que se sabe que aunque un GRE se ubique lejos de un promotor
puede, de todos modos, estimular su actividad (Polman y col., 2012). También es
importante sefalar que los genomas de HSV1 y BoHV1 existen como cromatina
"silenciosa" durante la latencia (Knipe y Cliffe, 2008). Sin embargo, el ADN de
HSV1 se asocia con cromatina inestable durante la infeccion productiva (Lacasse y
Schang 2010, 2012). Por lo tanto, puede asumirse que la asociacion del genoma de
BoHV1 con la cromatina puede afectar las interacciones del GR con el genoma
viral y la activacidon de determinados genes virales ante un estimulo de estrés (Zhu
y col, 2017).

Ademas, usando la técnica de microarreglos, se demostré un aumento de la
expresion de genes tales como el receptor de la prostaglandina E2, la ciclina D2, el
factor de transcripcidn proteina activadora 1 (AP-1) y la proteina quinasa activada

por mitégenos (MAPK) en GT de ratones infectados por el HSV1 y tratados con
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DXM; postulando asi, un papel importante de estos genes en la reactivacion viral
inducida por corticoides (Higaki y col., 2002).

En terneros latentemente infectados con BoHV5, la administracion de DXM
también induce la reactivacion viral (Pérez y col., 2002; Vogel y col., 2003). En esta
etapa el ADN del BoHV5 se detectd con mayor frecuencia en la corteza cerebral,
talamo, cerebro medio, puente, médula y cerebelo y se encontré con menos
frecuencia en el bulbo olfatorio. Los cerebros de terneros que recibieron
tratamiento con DXM mostraron una distribucién mas amplia del ADN viral que
los cerebros de los terneros latentemente infectados sin tratar con DXM (Vogel y
col., 2003). El examen histopatoldgico de diferentes areas del SNC de terneros
sometidos al tratamiento con DXM sugiere que la diseminacién de BoHV5 a la
corteza cerebral luego de la reactivacion viral se produciria a través del nervio

trigémino.

El BoHV5 puede reactivarse y volver a excretarse sin manifestacion de
signos clinicos (Belknap y col., 1994; Cascio y col., 1999) o bien, a diferencia de lo
que ocurre durante la reactivacion de BoHV1, el animal puede desarrollar
manifestaciones clinicas de encefalitis similares a las observadas durante la

infeccidén aguda (Pérezy col., 2002; Vogel y col., 2003). La reactivacién en ausencia
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de signos clinicos es de particular interés dado que los animales con infeccion
latente, que actian como reservorios naturales del virus, representan una fuente
de diseminacion potencialmente silenciosa bajo las condiciones de re-excrecién
viral. Debido a la posible reactivacion de la infeccion latente, cualquier animal con
anticuerpos humorales detectables deberia considerarse como una potencial
fuente de infeccidn. Las reactivaciones pueden causar un incremento en el titulo
de anticuerpos, lo cual explicaria parcialmente |la persistencia de los anticuerpos
humorales (Kahrs, 1977). Sin embargo, ciertos portadores latentes pueden no
tener anticuerpos detectables por los métodos de diagndstico seroldgico usuales

(Lemaire y col., 1995).

1.7.3. CARACTERISTICAS ~ CLINICO-PATOLOGICAS DE LOS  CUADROS
NEUROLOGICOS
Los trastornos neuroldgicos se presentan en animales jévenes de hasta 2
afos de edad con un curso rapido que lleva a la muerte después de 5 a 8 dias de
presentacion de los sintomas nerviosos (McKercher y col., 1970). A campo, la
encefalitis fatal se presenta tipicamente en animales mayores a los 6 meses de
edad (Cascio y col., 1999). En un estudio de 37 brotes se observé que el 43% de los

casos correspondia a bovinos entre 6 y 10 meses de edad, un 24% se presentd
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entre los 10 y 18 meses y el 16% restante en animales de 4 a 6 meses de edad
(Giraudo, 1989).

Los animales afectados por estos cuadros neurolégicos presentan
depresion, anorexia, ptialismo, rechinar de dientes, amaurosis, ataxia, marcha en
circulos, postracion y muerte (Carrillo, 1982). Se han registrado casos de curso
afebril asi como animales con temperaturas superiores a los 41,7°C (McKercher y
col., 1970).

La lesidn macroscdpica mas relevante consiste en la pérdida de consistencia
en las areas frontales y/o parietales de los hemisferios cerebrales, mientras las
lesiones microscopicas se caracterizan por la presencia de manguitos
perivasculares, infiltracion de células mononucleares, gliosis focal o difusa,
satelitosis y neuronofagia. En las areas de malacia se observa un numero
importante de células de Gitter (Blanco Viera y col., 1998).

La tasa de mortalidad de esta infeccion viral puede alcanzar el 10%,

mientras que la tasa de letalidad frecuentemente supera el 90% (Giraudo, 1989).
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1.8. INMUNIDAD INNATA - ROL DE LOS RECEPTORES TIPO TOLL EN LA

RESPUESTA A LA INFECCION POR ALFAHERPESVIRUS

En muchas infecciones virales, una respuesta inmune inadecuada o
exacerbada puede ser responsable de alteraciones patolégicas. Pocos minutos
luego de la invasidn del hospedador por un microorganismo patégeno, el sistema
inmune innato es activado y coordina la defensa durante las primeras horas y dias
luego de iniciada la infeccidon. Aunque el sistema inmune innato es muy eficaz para
controlar a la mayoria de los patégenos invasores, no es un sistema especifico y
selectivo; la especificidad seria conferida unicamente por la activacion secundaria
de la inmunidad adquirida mediada por los linfocitos T y B. Entre los componentes
del sistema inmune innato mas recientemente estudiados se encuentran los
receptores tipo toll (TLR). Los TLR han demostrado ser cruciales en el
reconocimiento de los microbios por el sistema inmune innato y en el nexo entre
las respuestas inmunes innata y adquirida (Rosenthal, 2006). En el caso de los
alfaherpesvirus, se desconoce si la respuesta inmune desempefia algun rol en el
desarrollo de la meningoencefalitis y si la misma puede asociarse con las

diferencias en la patogenia del BoHV1 y BoHV5.

Los TLR permiten el reconocimiento de los patdégenos la inmunidad innata,
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estableciendo el papel clave que desempefia la respuesta inmune inicial en la
defensa del hospedador contra la infeccién (Kawai y Akira, 2005; Akira y col.,
2006; Seth y col., 2006). Los TLR son proteinas de sefializacion de transmembrana
gue median el reconocimiento de “patrones moleculares asociados a los
patégenos” (PAMPs). Actualmente, también se conoce que los TLR pueden ser
activados por “patrones moleculares asociados al peligro” (DAMPs), los cuales
derivan del hospedador y se originan mayormente a partir de la injuria tisular (Lee
y col., 2013). Los TLR son expresados por células del sistema inmune o por
aquellas células que son blanco primario de los agentes infecciosos (Zarember y
Godowski, 2002). Se ha descripto también que en ciertos casos la respuesta
inflamatoria mediada por los TLR durante una infeccidn viral puede resultar en
dano tisular (Carty y col., 2014). La proteina Toll fue reconocida primero por su
papel en la determinacidn del patrén dorso-ventral en embriones de la mosca de
la fruta, Drosophila melanogaster (Hashimoto y col., 1988). Estudios posteriores
encontraron que la proteina Toll juega un papel esencial para establecer una
respuesta inmune efectiva contra infecciones bacterianas y micdticas (Lemaitre y
col., 1996). Estos estudios condujeron consecutivamente a la busqueda e

identificacidon de los homodlogos de estas proteinas en humanos y ratones y se los
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denominé TLR (Medzhitov y col., 1997). Hasta la fecha, se han identificado 10 TLR
en los seres humanos y 13 en ratones, con los TLR 1-9 comuin a ambos. Los TLR1,
TLR2, TLR4, TLR5 y TLR6 se encuentran en la membrana plasmatica celular,
mientras que los TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se ubican en las membranas de los
compartimentos intracelulares, principalmente en los endosomas (Figura 1.8).
Todos estos receptores comparten una arquitectura comun conformada por un
dominio extracelular conteniendo repeticiones ricas en leucina, el cual media el
reconocimiento del PAMP, un dominio de transmembrana y un dominio
citoplasmatico llamado dominio TIR (receptor Toll/IL-1), similar al receptor de IL-1

y responsable del inicio de la sefalizacién intracelular (Botos y col., 2011).
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Figura 1.8: Ubicacion y vias de sefializacidon de los receptores tipo Toll. Algunos TLR se expresan
en la superficie celular para el reconocimiento de ligandos extracelulares (PAMPs), estos
incluyen alos TLR 1, 2,4,5,6,11,12 y 13. Otros TLR se expresan en compartimentos intracelulares
como endosomas, liposomas o reticulo endoplasmatico para el reconocimiento de PAMPs
bacterianos y virales. Entre ellos se encuentran los TLR 3, 7,8 y 9 (Imagen de Cayman Chemical,
Ann Arbor, Michigan, USA).

Los TLR3, 7, 8 y 9 estan involucrados en la inmunidad contra las infecciones
virales, y los mismos reconocen patrones moleculares basados en
oligonucledtidos de ARN o ADN (Wang y col.,, 2006; Cargill y Womack, 2007).
Estos receptores se encuentran ubicados en las membranas de los
compartimientos endosdmicos (Latz y col., 2004). El TLR3 reconoce ARN de doble
cadena, el TLR7 y el TLR8 son activados por ARN de cadena simple rico en GU,
mientras que el TLR9 puede ser activado por una secuencia de ADN de cadena
doble rica en CpG no metilada (Borrow y col., 2010). Luego de la estimulacién de

los TLR, el desencadenamiento de eventos a partir de distintas vias de
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sefalizacidon conduce a la produccidn de citoquinas pro-inflamatorias e interferén
(IFN) y finalmente, a la estimulacidn de la respuesta inmune adaptativa (Smith y
col., 2005; Rosenthal, 2006).

En cuanto a la respuesta adaptativa en las infecciones por herpesvirus, se
ha prestado particular atencién a la respuesta citotoxica mediada por los
linfocitos T a nivel del GT dada la importancia de estos ganglios nerviosos en el
ciclo infeccioso. Feldman y col. (2002) demostraron que, ocasionalmente, algunas
neuronas sensoriales en GTs latentemente infectados pueden expresar proteinas
virales, las cuales actuarian como un estimulo antigénico capaz de mantener un
infiltrado crénico de células CD8" durante la latencia. Derfuss y col. (2007)
determinaron que ademas del LR, algunos genes IE, tales como ICPO y ICP4 son
expresados en GTs de seres humanos infectados por HSV1. En un modelo murino,
se observo que, en coincidencia con una disminucion en la expresion antigénica
hacia el final de la fase aguda de la infeccion por HSV1, se producia un incremento
en el numero de macréfagos, células NK y linfocitos CD8" que infiltraban el GT,
indicando que ciertos factores inmunoldgicos estarian involucrados en la
represion de la infeccién (Jones, 2003). En GT, las células CD8" superarian en

numero a los linfocitos CD4" y controlarian la infeccion mediante mecanismos no
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citoliticos, a través de la liberacion de citoquinas (Carr y Tomanek, 2005). Una vez
que los linfocitos citotdxicos se unen a la célula blanco también se produce la
liberacion de proteinas como perforina y granzimas. La perforina forma poros en
la membrana celular y permite el paso de las granzimas al citosol. Las granzimas
se caracterizan por su especificidad de sustrato, ademas activan vias apoptoticas,
regulan los procesos inflamatorios e interfieren en las infecciones intracelulares
como las ocasionadas por virus al mediar la muerte celular y privarlos de los
procesos celulares que son necesarios para su supervivencia y replicacion
(Voskoboinik y col., 2015). Estos linfocitos CD8" se encuentran en estrecha
aposicién a las neuronas infectadas y tendrian un fenotipo activado (CD69 vy
granzima B) (Van Lint y col., 2005; Sheridan y col., 2006) demostrando que estan
expuestas continuamente a un estimulo antigénico. Algunos autores sostienen
que la presencia de células CD8" seria necesaria para prevenir la reactivacién viral
y mantener la fase de latencia (Liu y col., 2001; Decman vy col., 2005). La respuesta
inmune local en GT ha sido extensamente estudiada en la infeccion por HSV1 en
los seres humanos. Sin embargo, la caracterizacion de la respuesta inmunitaria ha
sido parcialmente descripta para el BoHV1 y se carece de informacién con

respecto al BoHV5. Debido a las diferencias clinicas observadas en la reactivacion
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del BoHV5 y el BoHV1 es interesante investigar si dichas diferencias estan
relacionadas a los mecanismos inmunes que tienen lugar en GT durante la

latencia.

1.9. ROL DE LOS COMPONENTES DEL CICLO CELULAR EN LAS INFECCIONES POR

ALFAHERPESVIRUS

El ciclo celular se puede dividir en cuatro fases: G1, S (sintesis de ADN), G2 y
M (mitosis). La regulacidon de estas fases se basa en la formacidon de complejos
entre ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (cdk) que catalizan la progresion
del ciclo celular (Schafer, 1998) activando o inactivando proteinas diana. Hay
puntos de control de calidad que aseguran la fidelidad de la divisién celular al
controlar que cada paso del ciclo se complete antes de que ocurra el siguiente
(Abreu Velez y Howard, 2015). Las células entran en la fase S influenciadas por la
ciclina E y mas tarde por la ciclina A2. La actividad maxima de ambas ciclinas
ocurre durante esta fase. La actividad de ciclina A contintia en G2 y la acumulacion
de ciclina B1 controla la entrada y salida de la célula desde la fase M (Hardwick y
col., 2015). En neuronas diferenciadas, el ciclo celular debe mantenerse en control
constante, ya que el reinicio del ciclo conduce a la muerte neuronal (Hernandez

Ortega y col., 2007).
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Como caracteristica de su mecanismo patdégeno, muchos virus facilitan su
propia replicacidon al interactuar con factores del hospedador que regulan la
progresion del ciclo celular (Wang y col., 2017). Se pueden describir ejemplos en
virus de ADN, retrovirus y virus de ARN. Los virus de ADN, que se replican en el
nucleo, se han investigado exhaustivamente con respecto al control del ciclo
celular de las células hospedadoras. Algunos virus de ADN pequeiios, como por
ejemplo el Virus de Simio 40 (De Caprio y col., 1988), el adenovirus (Howe y col.,
1990; Eckner y col., 1994), y el papilomavirus humano (Werness y col., 1990), que
carecen de sus propias polimerasas, usan la polimerasa de la célula huésped para
promover la entrada en la fase S desde la fase GO/G1. Otros virus de ADN grandes,
por ejemplo, los herpesvirus pueden inducir el detenimiento del ciclo celular en
GO0/G1 para evitar competir por los recursos de replicacion del ADN celular
(Flemington, 2001).

Los estudios sobre la infeccion por BoHV1 dilucidaron algunas estrategias
del virus para subvertir el control del ciclo celular para su propio propdsito
(Schang y col., 1996; Winkler y col., 2000). Por otro lado, no hay informacidn sobre
las interacciones de BoHV5 con los componentes del ciclo celular. El gen LR de

BoHV1 participa en la modulacién del ciclo celular (Schang y col., 1996; Jiang y
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col., 1998). Como se describié previamente, el gen LR de BoHV1 y BoHV5 son
sustancialmente diferentes (Delhon y col., 2003), por lo tanto, es posible que
difieran en la modulacion de moléculas reguladoras clave involucradas en la
progresion del ciclo celular y esto podria ser importante para la neuropatogénesis

de BoHV.

1.10. LA APOPTOSIS EN LAS INFECCIONES POR ALFAHERPESVIRUS

La muerte celular programada o apoptosis es un mecanismo fisiolégico
implicado, en algunos casos, en la eliminaciéon de infecciones virales (Hay y
Kannourakis 2002; Griffin y col., 2010). En contraste, los virus pueden manipular
sefiales antiapoptdticas dirigidas a controlar/inhibir la muerte celular y, en
consecuencia, permitir que la replicacién del virus continde (Ohta y Nishiyama
2011). La apoptosis se puede activar a través de dos vias: intrinseca y extrinseca
(Hay y Kannourakis 2002). La via apoptética extrinseca se puede activar mediante
una variedad de estimulos externos, conocidos como citoquinas, toxinas o
modulacion de receptores de la superficie celular clasificados como receptores de
muerte: factor de necrosis tumoral (TNF), ligando de Fas (FasL) y ligando de
induccion a apoptosis relacionada con TNF (ElImore 2007; Griffin y col., 2010;

Dashzeveg y Yoshida 2015; Probert 2015). La via de apoptosis intrinseca se
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desencadena por el estrés celular, como la presencia de proteinas virales, dafo en
el ADN o estrés oxidativo, lo que lleva a la activacién de moléculas en la
membrana mitocondrial (EI-Bacha y Da Poian, 2013; Zhou y col., 2017).

Las mitocondrias desempefian un papel dominante en la via apoptdtica
intrinseca. Las mismas participan en las principales respuestas inmunitarias
antivirales tempranas a través de cambios en su metabolismo (Ohata y Nishiyama,
2011; West y col., 2011; Jiny col., 2017).

Las caspasas son proteasas de cisteina que son extremadamente
importantes para las vias apoptéticas intracelulares. La caspasa-9 y la caspasa-8
estan implicadas en las vias apoptodticas intrinsecas y extrinsecas, respectivamente
(Vanden y col., 2010; Riley y col., 2015). La via extrinseca se inicia mediante la
union de ligandos de muerte a receptores interrelacionados; la unién de los
ligandos de muerte (TNFR1, TNFR2, Fas, DR3, DR4 y DR5) y sus receptores
reclutaran TRADD, FADD vy pro-caspasa-8 para formar el complejo DISC y de esta
manera activar la caspasa-8. Posteriormente, se activa la caspasa-3, y la caspasa-3
activada puede escindir la Poli ADP Ribosa Polimerasa (PARP) para iniciar la
apoptosis celular (Mocarski y col., 2011; Riley y col., 2015; Tummers y col., 2017).

Por otro lado, la via apoptética mitocondrial estd controlada principalmente por la
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familia de proteinas Bcl-2. Una serie de miembros de la familia de proteinas Bcl-2,
incluidos Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1, Bid y Bim, pueden alterar el potencial de
membrana mitocondrial (MMP). Esto conduce a la liberacién de citocromo c (Cyt-
c) de las mitocondrias hacia el citoplasma y se combina con pro-caspasa-9 y Apaf-1
para formar un complejo para activar la caspasa-9 y continuar con la posterior
activacioén de la caspasa-3 (Figura 1.9) (Logue y col., 2013; Zheng y col., 2016). La
infeccion de células MDBK por BoHV1 puede inducir la apoptosis e inhibir la
replicacion del virus (Hanon y col., 1998; Yazici y col., 2004; Geiser y col., 2008; Xu
y col., 2012;). Sin embargo, los alfaherpesvirus codifican varias proteinas para
suprimir o retrasar la progresion de la infeccion. Los alfaherpesvirus pueden
controlar esta relacidn sutil entre la apoptosis y la infeccidn viral, promoviendo la
supervivencia a largo plazo. Los mecanismos de apoptosis inducidos por los

alfaherpesvirus son complicados y pueden involucrar la via intrinseca y extrinseca.
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Figura 1.9: Vias de sefializacion de la apoptosis. La apoptosis se inicia a través de dos vias
diferentes: la via mitocondrial y la via del receptor de muerte. La ruta mitocondrial esta
regulada principalmente por los miembros de la familia de proteinas BCL-2. Las proteinas pro
apoptdticas y anti-apoptdticas conducen a una disminucién del potencial de membrana
mitocondrial y la liberaciéon posterior de citocromo c de las mitocondrias. El citocromo c
liberado puede activar posteriormente la caspasa 9, que a su vez activa la caspasa-3. Las
sefiales extrinsecas son iniciadas por los ligandos de muerte celular (FasL, TNF y otros) y
activan FADD, que posteriormente escinde la pro-caspasa-8. La escisidon de la pro-caspasa-8
inicia el activacion de caspasa-8, que luego puede activar directamente caspasas efectoras,
incluyendo las caspasa-3 y caspasa-7 (Figura extraida de Zhao y col., 2018).

La infeccién de células MDBK por BoHV1 puede reducir el MMP y promover
la apoptosis; después de que el MMP disminuye, se libera Cyt-c que activa la
caspasa-9 (Xu y col.,, 2012). La familia de proteinas Bcl-2 es importante en la
modulacidn de la integridad de la membrana mitocondrial externa (Zheng y col.,

2016). BoHV1 reduce el MMP al disminuir el nivel de la proteina Bcl-2 anti-
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apoptodtica y al aumentar el nivel de la proteina pro-apoptética Bax (Xu y col.,
2012). Se ha demostrado que el BoHV5 puede inducir diferentes niveles de
apoptosis segun el tipo celular (Brenner y col., 2012; Garcia y col., 2013; Silva-
Frade y col., 2014; Cardoso y col., 2015, 2016). Por ejemplo, en células neuronales,
la induccién de apoptosis es evidente (Cardoso y col., 2015). Conocer los
mecanismos y los niveles de induccion/inhibicion de apoptosis por BoHV1 vy
BoHV5 es fundamental para entender cdmo estos virus modulan su potencial

neuropatogénico.
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HIPOTESIS

La encefalitis y la recrudescencia de la reactivacidon viral en los bovinos
infectados por BoHV5 se asocian con la distribucion del ADN viral en el sistema
nervioso, con los factores inmunoldgicos locales, los componentes del ciclo celular
y con el desencadenamiento de apoptosis neuronal. Estas variables condicionan
las diferencias que se observan con respecto a la patogenia de la infeccién por

BoHV1.



55

OBJETIVO GENERAL

Determinar el rol que desempefan la distribucion del acido nucleico viral en
el sistema nervioso bovino, los mecanismos de defensa locales, la apoptosis
neuronal y los componentes del ciclo celular en la patogenia del alfaherpesvirus
bovino 5 para identificar los factores que condicionan la presentacion de
meningoencefalitis no supurativa y que determinan una reactivacion viral
sintomatica, que permitan establecer las diferencias que existen con la patogenia
del alfaherpesvirus bovino 1. Esto permitirda contribuir al desarrollo de nuevas

propuestas para la prevencion y control de la enfermedad en los rodeos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar y determinar la distribucion del ADN viral en sistema nervioso
durante la infeccidn aguda, latencia y reactivaciéon de bovinos experimentalmente

infectados con BoHV5 y BoHV1.

2. Determinar la expresidon de genes virales en los distintos estadios de la
infeccion por BoHV5 y BoHV1 en diferentes sectores del tejido nervioso para
correlacionar la expresion génica viral con los hallazgos inmunolégicos y de

apoptosis neuronal.
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3. Caracterizar la expresion de los TLR y los componentes del ciclo celular en
el sistema nervioso de bovinos infectados experimentalmente con BoHV5 durante
los distintos estadios de la infeccién y comparar con los hallazgos en animales no

infectados e infectados experimentalmente con BoHV1.

4. Determinacién de la presencia de infiltrados de células T citotdxicas en
ganglio trigémino y sistema nervioso central bovino durante las distintas etapas de

la infeccion por BoHV5 y BoHV1.

5. Determinar y caracterizar tanto in vitro como in vivo los efectos de la

infeccidon por BoHV5 sobre el desarrollo de apoptosis.

6. Determinar y comparar si la distribucion y cantidad de ADN viral, la
expresion de los genes virales, los componentes inmunoldgicos y celulares y la
apoptosis en el sistema nervioso bovino se correlacionan con los hallazgos
clinicos, viroldgicos, histopatolégicos y moleculares de la infeccion experimental

por BoHV1 y BoHV5 realizadas en este estudio.



2-MATERIALES Y METODOS
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DISENO EXPERIMENTAL

Como se describié previamente, la severidad de los cuadros neuroldgicos
producidos por BoHV5 se deberia a una distribucion amplia del virus en el SNC y
este mismo hecho podria ser el responsable de la sintomatologia clinica observada
durante la reactivacién. Otros factores que podrian determinar o influenciar el
potencial neuropatogénico del BoHV5 son el sistema inmunitario local, los
mecanismos de apoptosis de las neuronas durante la infeccidn y las alteraciones
en los componentes del ciclo celular. Por lo tanto, para analizar el rol de dichos
factores en la neuropatogénesis de BoHV5 y establecer comparaciones con
BoHV1, se utilizaron muestras adecuadamente conservadas obtenidas en un

estudio previo.

PROCEDIMIENTOS GENERALES

2.1. CULTIVOS CELULARES

Para la obtencion de los stock virales se utilizaron células Madin-Darby
Bovine Kidney (MDBK) crecidas en Minimun Essential Medium (MEM, Gibco BRL)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) libre de virus y anticuerpos

(Internegocios, Mercedes, Buenos Aires, Argentina), L-glutamina (10 pl/ml),
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penicilina-estreptomicina (10 ul/ml) y anfotericina B (20 ul/ml). Para los estudios
de apoptosis se utilizaron células de origen bovino (MDBK y BoTur [células de
turbinados bovinos]) y como sustrato de otro origen se seleccioné la linea celular
Hela (células de carcinoma cervical humano) que es susceptible a la infeccion por
BoHV aunque los titulos virales no son elevados. Los cultivos celulares se

incubaron a 37°C en una atmésfera con 5% de CO,.

2.2. VIRUS

Para todos los estudios se utilizo la cepa de referencia Cooper de BoHV1y la
cepa 97/613 de BoHV5 que se aislé a partir de una muestra de cerebro
correspondiente a una hembra Brangus de 2 anos de edad, proveniente de un
brote de enfermedad a campo, la cual ha sido previamente caracterizada (Pérez y
col., 2002). Para los estudios de apoptosis también se incluydé la cepa A663,
previamente considerada como una cepa del subtipo b de BoHV5 y actualmente
re-clasificada como un recombinante natural entre BoHV1 y BoHV5 (Maidana y
col., 2017). El titulo infectivo del stock de virus se determiné por la prueba de
microtitulacién en placa en células MDBK (Miller y col., 1991) mediante diluciones
seriadas en base 10. Las diluciones fueron realizadas en MEM adicionado con 10%

de SFB y se inocularon alicuotas de 50 pl/pocillo en placas de 96 pocillos sobre
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monocapas de células MDBK. El titulo del stock viral se determind a las 72 h de
incubacidon, mediante el método de Reed y Miiench (1938) y fue expresado como

logqo DICCse/ml.

2.3. PREPARACION DE LOS INOCULOS VIRALES

Los indculos virales constaron de 10 ml de BoHV5 o BoHV1 conteniendo 1 x
10® DICCso/ml y 1 x 10%° DICCso/ml, para los indculos de baja o alta dosis viral,
respectivamente, en medio de mantenimiento para cultivos celulares. Estudios
previos indican que indculos con estas caracteristicas son capaces de causar la
infeccidon aguda y latente en terneros (Narita y col., 1976; Pérez y col., 2002). Los
terneros controles fueron inoculados con 10 ml de medio de mantenimiento para

cultivos celulares (MEM suplementado con 2% SFB).

2.4. INOCULACION EXPERIMENTAL DE TERNEROS CON BoHV1 Y BoHV5

Para el manejo de los animales se respetaron las normas éticas y los
delineamientos y protocolos generales para los ensayos que involucran el uso de
los animales de acuerdo a las normas de bienestar animal presentes en el “Acta

sobre Bienestar Animal” aprobada por resolucién 087/02 por el Consejo
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Académico de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNCPBA, y considerando

las recomendaciones de la Directiva 2007/43 del Consejo Europeo.

Se utilizaron terneros de 12 meses de edad, provenientes de un rodeo de
INTA Balcarce, serolégicamente negativos a BoHV1 y BoHV5 de acuerdo a la
técnica de seroneutralizacidon en microplaca. Los animales se mantuvieron aislados
hasta el momento de las inoculaciones, las cuales se realizaron en los corrales de
la ex-Seccidn Chacra de la UNCPBA. Los terneros fueron asignados al azar a cada
grupo y se mantuvieron separados durante toda la etapa experimental. El nUmero
de animales utilizados se redujo al minimo posible que permita obtener resultados

validos y que permita cumplir con los objetivos propuestos en este estudio.

Grupo 1 (Infeccién aguda): constituido por dos grupos de 2 terneros cada
uno, inoculados por aerosolizacién, con una suspensién viral de titulo 10%°
DICCso/ml de la cepa 97/613 de BoHV5 para un grupo y de la cepa Cooper de
BoHV1 para el otro. La eutanasia de estos animales se realizé a los 6 dias post-

infeccién (dpi).

Grupo 2 (Latencia): constituido por dos grupos de 2 terneros cada uno,

inoculados por aerosolizacidn, con una dosis de 10° DICCso/ml de la cepa 97/613
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de BoHV5 para un grupo y de la cepa Cooper de BoHV1 para el otro. La eutanasia

de estos animales se realizo a los 24 dpi.

Grupo 3 (Reactivacidn): constituido por dos grupos de 2 terneros cada uno,
inoculados por aerosolizacidn con una dosis de 10° DICCso/ml de la cepa 97/613 de
BoHV5 para un grupo y de la cepa Cooper de BoHV1 para el otro, y fueron
sometidos a un estimulo inmunosupresor a partir de los 21 dpi mediante una
inyecciéon intravenosa de DXM (0,1 mg/kg PV) y de dos dosis intramusculares a
intervalos de 24 y 48 horas de la primera dosis (Inman y col., 2002). La eutanasia

de estos animales se realizd a los 2 dias de finalizado el tratamiento con DXM.

Grupo 4 (control no infectado): integrado por un grupo de 2 animales el
cual constituyd el grupo control para los Grupos 1, 2 y 3. Los terneros se
inocularon intranasalmente con medio de mantenimiento para cultivos celulares a
modo de placebo. A los 21 dpi, un animal recibié un estimulo inmunosupresor con
DXM (0,1 mg/kg PV), como se describié para el Grupo 3. El otro animal se utilizé
como control para los Grupos 1y 2. La eutanasia de estos animales se realizé de

acuerdo al esquema planteado para los grupos inoculados con virus.
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Para todos los grupos el indculo viral o el placebo se distribuyeron
equitativamente en cada fosa nasal. Al momento de la eutanasia ninguno de los

animales presentd sintomatologia clinica.

Luego de las inoculaciones experimentales se realizd el seguimiento clinico
de los terneros (presencia de secreciones u otro signo clinico y temperatura rectal)
y se recolectaron muestras de sangre para determinaciéon de anticuerpos
neutralizantes y de secreciones nasales y oculares para aislamiento viral. Todas las
muestras se acondicionaron y conservaron apropiadamente para cada uno de los

estudios que se realizaron en este trabajo.

2.5. RECOLECCION DE MUESTRAS Y AISLAMIENTO VIRAL A PARTIR DE

SECRECIONES NASALES Y OCULARES

Se realizo el aislamiento viral a partir de muestras de secreciones nasales y
conjuntivales de los distintos grupos experimentales. Para la recoleccién de las
muestras se utilizaron hisopos de dacrén estériles. Las muestras oculares se
obtuvieron por rotacion de un hisopo pre-humedecido en solucidon Hank’s 1X, en
el saco conjuntival inferior. Las muestras nasales fueron obtenidas siguiendo el

mismo procedimiento, a partir de ambas fosas nasales para cada animal con un
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mismo hisopo. Para los animales del Grupo 1 se tomaron muestras de secreciones
nasales y oculares diariamente hasta el momento de la eutanasia. Para los
animales de los grupos 2 y 3 las muestras se tomaron diariamente hasta los 6 dpi y
luego cada 3 dias. Ademas, para los animales del Grupo 3, luego de Ia
administracion de DXM, las muestras se tomaron diariamente hasta el momento
de la eutanasia. Las muestras de secreciones nasales y oculares se conservaron a -
80°C hasta el momento de su procesamiento. Para el aislamiento viral las
muestras se inocularon por triplicado en células MDBK en placas de 96 pocillos y
fueron monitoreadas diariamente para determinar la presencia de efecto
citopatico (ECP). La identificacién de los aislamientos se realiz6 mediante
inmunofluorescencia directa (IFD) como se detalla posteriormente. Para aquellas
muestras en las que fue posible aislar el virus, se determind el titulo viral segun el

método de Reed y Miench (1938).

2.6. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO NERVIOSO

Al momento de la necropsia se obtuvieron muestras correspondientes a
distintos sectores del tejido nervioso. Para la toma de muestras, el tejido nervioso

se cortd transversalmente en 8 secciones de 1-2 cm de espesor para obtener
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submuestras representativas de las distintas areas. Las submuestras (Figura 2.1)

corresponden a los siguientes bloques de tejido nervioso:

. Bloque de Corteza Anterior: incluye el tracto olfatorio, corteza frontal y parte
anterior de la corteza piriforme.
. Bloque de corteza posterior: incluye la corteza temporal, parietal, occipital y

entorrinal, parte posterior de la corteza piriforme, la amigdala y el hipocampo.

. Cerebelo

. Bloque de Médula y Puente: médula espinal cervical; piramide; puente.

. Blogue del cerebro medio y diencéfalo: area talamica.

Adema3s, se recolectaron ambos GTs de cada animal.

Figura 2.1: Secciones y bloques del SNC (Adaptado de Chowdhury y col. 1995).
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Las submuestras, conservadas a -80°C, se destinaron al aislamiento viral y
extraccion de dacidos nucleicos. Submuestras similares se acondicionaron para
inmunohistoquimica e histologia. Para los estudios que se realizaron en este
trabajo se seleccionaron submuestras representativas de tracto olfatorio, corteza

frontal y posterior, médula cervical y GT (Figura 2.2).

Figura 2.2: Localizaciéon de las submuestras del SNC.

2.7. AISLAMIENTO VIRAL A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDO

Todas las muestras se prepararon en una solucién al 10% en medio para
preparacion de muestras [MEM, penicilina-estreptomicina (20 pl/ml) vy

anfotericina B (20 pl/ml)] y fueron disgregadas con homogeneizador tisular. Luego
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fueron clarificadas por centrifugacién a 1000 xg durante 15 min. Alicuotas de 30 pl
del sobrenadante se inocularon por triplicado en células MDBK en placas de 96
pocillos y se incubaron a 37°C y 5% CO,. Se realizaron un maximo de 4 pasajes en
cultivos celulares, de 3 dias cada uno. La infeccién viral fue monitoreada
diariamente para determinar la presencia de ECP. Todas las muestras fueron
evaluadas por IFD. Para aquellas secciones de tejidos en las que fue posible aislar
el virus, se determind el titulo infectivo segin el método de Reed y Miench (1938)

y se expresé como DICCsy/g de tejido.

2.8. IDENTIFICACION VIRAL MEDIANTE IFD

Las monocapas celulares inoculadas con las muestras fueron tripsinizadas y
resuspendidas en MEM suplementado con 5% SFB. La suspension celular fue
transferida a portaobjetos para IFD y se incubaron en camara humeda, en estufa a
37°Cy 5% CO,. Posteriormente al crecimiento en monocapa, se fijaron en acetona
a -20°C durante 20 min, se lavaron 3 veces en PBS 1X y se incubaron en camara
himeda a 37°Cy 5% CO, durante 1 h con un conjugado comercial de anticuerpo-
fluoresceina bovino para BoHV (210-69 - BHV1, VMRD). Las muestras fueron

lavadas 3 veces en PBS 1X, contratenidas con Azul de Evans, lavadas nuevamente,
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montadas con cubreobjetos y examinadas en microscopio de epifluorescencia

(OLYMPUS BHB, Japén).

2.9. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

El ADN total se extrajo a partir de homogeneizados de las muestras de
tejido nervioso (aproximadamente 100 mg) correspondientes a los distintos
sectores descriptos en “Procesamiento de las muestras de tejido nervioso”,
mediante columnas comerciales adecuadas para la extraccion a partir de muestras
de tejidos (Dneasy Blood and Tissue Kit, Qiagen Inc., Valencia, CA, USA), segun lo
recomendado por el fabricante. Para evaluar la eficiencia de la extraccién de ADN
o la presencia de inhibidores en la reaccién de PCR en aquellas muestras en las
gue no se amplificé BoHV1 o BoHV5 se evalud la deteccion de citocromo B, un gen
de expresion constitutiva en tejidos bovinos, usando los cebadores descriptos por
Santaclara y col. (2007) que se detallan en la tabla 2.1. Ademas, la integridad del
ADN obtenido fue corroborada mediante electroforesis en gel de agarosa 1,8%. La
cantidad de ADN total en la muestra se determind segun la absorbancia a 260 nm
y se obtuvo también el coeficiente 260/280 utilizando un espectrofotémetro para

microplacas Epoch (BioTeK, Winooski, VT, USA).
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2.10. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ARN

El ARN total se extrajo mediante el empleo de Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), segun las recomendaciones del fabricante. Se colocaron
aproximadamente 100 mg de tejido en un tubo de 1,5 ml libre de nucleasas, se
adicionaron 700 ul de Trizol (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) y se
homogeneizo el tejido para facilitar la lisis. Posteriormente, se incubd la solucidn
homogeneizada durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la
disociacion completa de los complejos de nucleoproteinas. Se afladié a cada tubo
0,2 voliumenes de cloroformo, se mezclé vigorosamente durante 15 seg y se
incubd por 10 min a temperatura ambiente. Luego, se centrifugd la mezcla a
12.000 xg a 4°C durante 15 min. Esta centrifugacion permitid la separacion de la
solucién en distintas fases; una fase organica inferior rosada, una interfase y una
fase acuosa incolora superior donde se encuentra el ARN total. Para la
precipitacion del ARN, se transfirié cuidadosamente la fase acuosa a un tubo
nuevo de 1,5 ml libre de nucleasas, se agregaron 500 pl de isopropanol y 2 ul de
glicégeno (Ambion, Applied Biosystems, USA) y se mantuvieron las muestras toda
la noche a -20°C para facilitar su precipitacion. Luego, se centrifugd a 12.000 xg a

4°C durante 15 min y se procedio al lavado del pellet de ARN. Para esto se
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descarté el sobrenadante, se adicioné 1 ml de etanol 75% y se mezcldé con vortex.
Las muestras fueron centrifugadas a 4°C durante 5 min a 7500 xg, se descarto el
sobrenadante y se dejo secar el pellet de ARN a temperatura ambiente de 10 a 20
min, sin permitir que se secara totalmente. Por ultimo, se resuspendio el ARN en
50 pl de agua libre de nucleasas y se incubd por 10 min a 55°C. El ARN total se
cuantificé por absorbancia a 260 nm y se obtuvo también el coeficiente 260/280
utilizando un espectrofotdmetro para microplacas Epoch (BioTeK, Winooski, VT,

USA).

2.11. TRATAMIENTO DEL ARN CON DNAsa |

El tratamiento con la enzima DNAsa | elimina cualquier traza de ADN que
pueda contaminar la muestra de ARN. La digestion con dicha enzima se llevé a
cabo en un volumen de 18 ul, conteniendo 1,5 pg de RNA, 1X buffer de reaccién
de DNAsa I, RNAsin y 0,5 U DNAsa (DNAse | Amplification Grade, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Las muestras se incubaron durante 30 min a 37°C y luego se
detuvo la reaccion mediante el agregado de 2 pl de EDTA 25 mM (pH 8) (volumen
final de reaccidn: 20 pl). Posteriormente, se inactivo la DNAsa | incubando a 65°C

por 10 min.
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2.12. RETROTRANSCRIPCION

La sintesis de ADNc se realizd mediante el uso de la retrotranscriptasa
MMLV (Promega, Madison, WI, USA) a partir de 675 ng del ARN tratado con
DNAsa | en un volumen final de 20 pl. Se incubd el ARN junto a 240 ng de
hexameros al azar (Promega, Madison, WI, USA) a 70°C durante 10 min y se dejo
la mezcla a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente se agregaron el
buffer de la enzima M-MLVRT (1X), 2 mM dNTPs, 20 U RNAsin y 200 U M-MLVRT
(Promega, Madison, WI, USA) y se incubd 1 h a 37°C. El ADNc obtenido se
almacenéd a -20°C hasta su utilizacion. En todas las reacciones de
retrotranscripcion se incluyd un control sin ARN y un control negativo de

retrotranscripcion sin la enzima retrotranscriptasa.

2.13. HISTOLOGIA

Submuestras de los mismos tejidos descriptos anteriormente se fijaron en
formalina bufferada al 10% y se remitieron para el posterior procesamiento
mediante deshidratacién e inclusiéon en parafina, corte a 5 um vy tincién con

hematoxilina-eosina (Luna, 1968).
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2.14. INMUNOHISTOQUIMICA

Para los estudios inmunohistoquimicos se utilizaron submuestras
representativas de cada sector del SNC y GT como se describié previamente,
incluidas en parafina. Al momento del procesamiento, las secciones fueron
desparafinadas a 65°C por 20 min. Luego las secciones de tejido se colocaron en
xileno (2 veces X 10 min) y se hidrataron en series de etanol de la siguiente
manera: etanol 100% (2 veces X 5 min), etanol 90% (1 vez X 5 min) etanol 70% (1
vez X 5 min) y posteriormente se lavaron en agua destilada (2 veces X 5 min)
seguido de inmersidon en TBS 1X/Triton 0,025% (3 veces X 5 min). Luego, las
secciones se incubaron en una solucién de perdéxido de hidréogeno (Sigma, H1009)
al 0,03% en PBS a temperatura ambiente para bloquear la peroxidasa enddgena,
seguida de lavados en TBS 1X (3 veces X 5 min). Como método de recuperacién
antigénica se utilizé proteinasa K diluida en Tris 5 mM pH 7,6 durante 15 min a
37°C. Luego de dicha incubacion las secciones de tejido se lavaron en TBS
1X/Triton 0,025% (3 veces X 5 min). Para el bloqueo se utilizé leche descremada al
5% preparada en TBS y se incubd durante 45 min a temperatura ambiente. Las
secciones se lavaron en TBS 1X/Triton 0,025% (3 veces X 5 min) y se incubaron

toda la noche en cdmara humeda a 4 °C con el anticuerpo primario
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correspondiente. Luego de la incubacidon se realizaron los lavados en TBS
1X/Triton 0,025% (3 veces X 5 min) y se agrego el anticuerpo secundario marcado
con peroxidasa de acuerdo al antigeno a detectar, durante 1 h a temperatura
ambiente. Finalizada la incubacidn se adiciond el sustrato para el revelado (DAB
substrate kit for peroxidase, Vector SK-400), de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante. Las secciones de tejido se mantuvieron a temperatura ambiente,
en la oscuridad, se observaron hasta el desarrollo de la coloracion y se lavaron en
agua destilada por 5 min. La contratincion se realizé con hematoxilina o verde de
metilo. Una vez secos, los portaobjetos se montaron para su visualizacidon en

microscopio dptico y se procedio al registro fotografico.

2.15. ESTUDIOS ESPECIFICOS

A partir del acondicionamiento de las submuestras de tejido nervioso de
acuerdo a lo descripto en “PROCEDIMIENTOS GENERALES” se llevaron a cabo los

siguientes estudios especificos:
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2.15.1. PCR EN TIEMPO REAL CON HIGH RESOLUTION MELTING (HRM) PARA EL
ANALISIS DE DISTRIBUCION Y CUANTIFICACION DE ADN VIRAL EN TEJIDO
NERVIOSO BOVINO.

Para la deteccion del genoma viral se realizaron reacciones de PCR en
Tiempo Real con “High Resolution Melting” para detectar simultaneamente vy
diferenciar el ADN de BoHV1 y BoHV5 utilizando cebadores que amplifican un
fragmento de 189 pb del gen de la ADN polimerasa de BoHV1 y BoHV5 (Diallo y
col., 2011; Marin y col., 2014a). Los ensayos de PCR en Tiempo Real se realizaron
en un termociclador Rotor Gene Q, en un volumen final de 20 pl utilizando
EvaGreen como marcacion fluorescente intercalante (KAPA HRM FAST Master
Mix, Biosystems, Woburn, USA). El programa de ciclado consistid en una
desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°Cy 50 ciclos de 15 seg a 95°C, 15 seg a 58°C
y 2 seg a 72°C. Después de la amplificacion, se realizé un analisis de la curva HRM.
En el mddulo de genotipificacion del programa se establecié un valor de corte de
confianza del genotipo de un 93 %. Las temperaturas de fusion de BoHV1 y BoHV5

fueron 89,7°Cy 91,1°C, respectivamente.
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2.15.2. RT-PCR EN TIEMPO REAL PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS TLR
EN EL SISTEMA NERVIOSO BOVINO

Las reacciones de RT-PCR en Tiempo Real para los genes bovinos TLR3,

TLR7, TLR8 y TLR9 se llevaron a cabo en pocillos separados utilizando cebadores y

sondas descriptos por Marin y col. (2014b). Se utilizé6 como control la expresion de

del gen enddgeno, Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH) (McGuire y

col., 2004) (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1: Cebadores y sondas utilizados para la deteccion del ARNm de los TLR mediante Real Time RT-

PCR.
SENTIDO DEL  TAMARNO DEL .
CEBADOR SECUENCIAS 5- 3
CEBADOR  AMPLICON (pb)
GAPDH F 112 TTCTGGCAAAGTGGACATCGT
R CTTGACTGTGCCGTTGAACTTG
SONDA ACATGGTCTACATGTTCCAGTATGATTCCACCC
TLR3 F 143 CAGGTCAACAGTCCCGAA
R GCAGCACATTCCCCACAT
SONDA ACAGTAAGTGAAGGCAAAACCATGAGCAGA
TLR7 F 144 TAAAACTCTGCCCTGTGATG
R CCTGCTATGTGGTTAATGGT
SONDA ATTCCTGCCAATGCCACCAAC
TLRS F 117 TTATTGCAGAATGTAATGGTCG
R GAAAGGATTCATTCGTTACCC
SONDA ACCCCAAACAGTGGACAAAGATGTGACG
TLR9 F 113 AACCTGCCCGCCAGACCCT
R GCCAGGGCCACTGCCAGTG
SONDA ATTCCCTGTCATGGGCCCCTACTGTGCCCC
CITOCROMO B VAC1 131 ATTAAGGACATCTTAGGGGCCCTCT
VAC2 GGGTTTGATGTGAGGGGGTGTGTTG

F: cebador “sentido”; R: cebador “antisentido”

Las determinaciones se realizaron por duplicado utilizando una mezcla

preformada y optimizada de todos los componentes de la reaccion exceptuando

cebadores, sonda, molde y agua (AmpliTaq Gold DNA polimerasa [Thermo Fisher

Scientific, Argentina],

enzima Amp Erase UNG [Thermo Fisher Scientific,

Argentina], dNTPs con dUTP, referencia pasiva y buffer optimizado de PCR), en un

volumen final de 25 pl. Las reacciones de PCR contuvieron 800 nM de los
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cebadores sentido y anti-sentido especificos, 200 nM de la sonda especifica, 1X
PCR Mastermix (TagMan Universal PCR Mastermix, Applied Biosystems,
Branchburg, NJ, USA) y 1,5 ul de la muestra de ADNc. La deteccidon del producto
amplificado se monitored en un equipo Applied Biosystems 7500 que mide el
aumento de la fluorescencia en cada ciclo de PCR causado por la unién de la sonda
al ADN de doble cadena y su posterior degradacién por la polimerasa. El programa
de ciclado consistid en un paso inicial de 2 min a 50°C, el cual es requerido para la
actividad optima de la enzima Amp Erase UNG, desnaturalizaciéon inicial y
activacion de la AmpliTaq Gold DNA polimerasa de 10 min a 95°C y 45 ciclos de 20
seg a 95°Cy 1 min a 60°C. Se incluyeron en todos los casos controles negativos de
la sintesis de ADNc (reaccidon de retrotranscripcion en la cual se omitié la M-
MLVRT) y de los procedimientos de PCR (conteniendo todos los reactivos de la
reaccion y sustituyendo el molde de ADNc por agua). Para la determinacién de los
niveles relativos de expresion de cada receptor se aplico el método de
cuantificacion relativa. Los resultados se expresan como el valor medio en la
variacion (aumento o disminucién) de los niveles de ARNm de los TLR en las

muestras de tejido nervioso pertenecientes a los animales infectados con respecto



78

a los correspondientes a los animales no infectados, los cuales sirvieron como

grupo control.

2.15.3. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE GENES VIRALES EN MUESTRAS DE
GANGLIO TRIGEMINO Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La expresidn de genes virales representativos de la cinética inmediata
temprana (bICP4), temprana (TK) y tardia (gD, gB) se analizd mediante RT-PCR
utilizando los cebadores que se describen en la Tabla 2.2. La sintesis de ADNc se
realizd como se describié previamente en “PROCEDIMIENTOS GENERALES”.
Reacciones sin transcriptasa reversa se utilizaron como control de contaminacién
con ADN. Se incluyeron ademas controles negativos (cDNA de los animales no
infectados y cDNA de células MDBK sin infectar) y controles positivos (cDNA de

células MDBK infectadas con BoHV1 Cooper y BoHV5 97/613).
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Tabla 2.2: Cebadores utilizados para la deteccion del ARNm de los genes virales de cinética inmediata
temprana, temprana y tardia en tejido nervioso de bovinos infectados con BoHV1 y BoHV5 mediante RT-
PCR.

TAMANO DEL L
CEBADOR SENTIDO . SECUENCIA5°-3
AMPLICON (pb)
GAPDH F 112 TTCTGGCAAAGTGGACATCGT
R CTTGACTGTGCCGTTGAACTTG
BoHV5-bICP4 F 442 CTGAAGCTGAAGCCGAAGC
R CCCAGTCCCTAAATCCAGT
BoHV1-bICP4 F 151 GCGCGTGGTGCTCTCCTC
R CCCTCCCTCCCTTCCCGCG
BoHV5-TK F 285 GCGCACGATGTTCCCTAC
R GTCAAACACGAGGGTCACG
BoHV1-TK F 197 GCCTGTGTAGTTGGTGCTGCGGC
R GCCGAGTCCCCGTAAGGCGAT
BoHV5-gB F1 444 CCAGTCCAGGCAACCGTCAC
R1 CTCGAAAGCCGAGTAGCTGCG
F2 273 GTGGTGGCCTTTGACCGCGAC
R2 GCTCCGGCGAGTAGCTGGTGTG
BoHV1-gD F1 468 GCTGTGGGAAGCGGTACG
R1 GTCGACTATGGGCCTTTGTGC
F2 325 ACGGTCATATGGTACAAGTCGAGAGCG
R2 CCAAAGGTGTACCCGCCGCGAGCC

F: cebador sentido; R: cebador anti-sentido. 1 y 2 indican primera y segunda ronda de amplificacion en las
reacciones de PCR anidada.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 25 ul
y para los ciclados se utilizé6 un termociclador Verity (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA).

Las reacciones de PCR para blCP4 de BoHV1 y TK de BoHV1 y BoHV5
contuvieron buffer 1X, MgCl, 5 mM, dNTPs 0,4 mM, cebadores 10 picomolar (pm),

0,5 U Taq polimerasa, DMSO 8% y agua. Las condiciones de ciclado fueron de 1
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ciclo a 95°C por 5 min seguido de 42 ciclos a 94°C 1 min, 62°C 1 miny 72°C 2 min.
La extension final fue a 72°C durante 7 min. Los cebadores para la amplificacion de

bICP4 y TK de BoHV1 fueron descriptos previamente por Schang y Jones (1997).

Para la amplificacion de bICP4 de BoHV5 la mezcla de PCR contuvo buffer
1X, MgCl, 3 mM, dNTPs 0,4 mM, cebadores 10 pm, 0,5 U Taq polimerasa, DMSO
10% y agua y las condiciones de ciclado fueron de 1 ciclo a 94°C por 5 min seguido
de 42 ciclos a 94°C 1 min, 56°C 1 min y 72°C 1 min. La extensidén final fue a 72°C

durante 7 min.

Para determinacion de la expresion de genes tardios se utilizaron cebadores
gue amplifican el gen de la glicoproteina D (gD) de BoHV1, de acuerdo a la PCR
anidada descripta por Wang y col. (2001), y a la PCR anidada para gB de BoHV5
(Mayer vy col., 2006). Para la amplificacion de la gD de BoHV1, la reaccion de PCR
consistié en buffer 1X, MgCl, 2,5 mM, dNTPs 0,4 mM, cebadores 10 pm, 0,5 U Taq
polimerasa, DMSO 8% y agua. Las condiciones de ciclado para la primera
amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo a 95°C por 5 min seguido de 22 ciclos a
94°C 1 min, 59°C 1 min y 72°C 1:30 min. La extension final se realizé a 72°C for 7

min. Para la segunda amplificacidon se utilizaron 2 ul del producto de la primera
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ronda y las condiciones para la segunda amplificacidon fueron similares aunque la

temperatura de annealing se establecié en 62°C.

Para deteccion del gen gB de BoHV5 la mezcla de PCR consistid en buffer 1X,
MgCl, 1 mM, dNTPs 0,4 mM, cebadores 10 pm, 0,5 U Taq polimerasa, DMSO 10%
y agua. Las condiciones de ciclado para la primera amplificacion fueron las
siguientes: 1 ciclo a 94°C por 10 min seguido de 35 ciclos a 94°C 1 min, 56°C 40 seg
y 72°C 40 seg. La extension final se realizdé a 72°C por 7 min. Para la segunda
amplificacion se utilizaron 2 ul del producto de la primera ronda y las condiciones

fueron similares aunque se realizaron 20 ciclos de amplificacion.

2.15.4. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LINFOCITOS T CD8" EN SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL Y GANGLIO TRIGEMINO

El andlisis inmunohistoquimico para la deteccién de linfocitos T citotdxicos
se realizd en cortes de tejidos seccionados a 5 um. El procedimiento general para
la inmunohistoquimica se describié previamente en “PROCEDIMIENTOS
GENERALES”. Para este caso se utilizd un anticuerpo monoclonal anti-CD8 (anti-
CD8 BAQ 111A, Monoclonal Antibody Center, USA) y un anticuerpo anti-ratén

marcado con peroxidasa (Invitrogen, USA, cat. 62-6620).
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2.15.5. EXPRESION DE LOS COMPONENTES DEL CICLO CELULAR DURANTE LA
INFECCION POR BoHV1 y BoHV5

Las reacciones de RT-PCR en tiempo real para ciclinas A2, B1 y E1 se
realizaron utilizando 800 nM de los cebadores especificos (Tabla 2.3), 1X PCR
Master Mix (FastStart Universal SYBR Green Master Rox, Roche, Mannhein,
Alemania) y 1 ul de ADNc en un volumen final de 20 pl. Las amplificaciones se
llevaron a cabo en un ciclador Applied Biosystems 7500. Se utilizé6 como control de
expresion al gen enddgeno GAPDH (McGuire y col.,, 2004). Las muestras se
analizaron por duplicado y se incluyeron controles negativos para la sintesis de
ADNc y para los procedimientos de PCR, como se describié en “PROCEDIMIENTOS
GENERALES”. Luego de la amplificacidn, se realizé el andlisis de la curva de fusién,
gue resultd en una curva especifica del producto. La eficacia de la amplificacion se
determind para cada gen utilizando diluciones seriadas en base 10 del ADNc. Los
resultados se presentan como la variacion promedio de los niveles de
transcripcion de las ciclinas en los tejidos de animales infectados sobre los niveles
detectados en terneros no infectados. El analisis de la expresioén relativa se realizd
utilizando la herramienta de software de expresién relativa REST (Qiagen Inc.,

Valencia, CA, USA).
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Tabla 2.3: Cebadores utilizados para determinar la cuantificacién relativa de ARNm de las ciclinas A2, B1
y E2 en tejido nervioso de bovinos infectados con BoHV1 y BoHV5 mediante Real time RT-PCR.

TAMARNO DEL
CEBADOR SENTIDO AMPLICON (pb) SECUENCIAS 5°- 3"

GAPDH F 112 TTCTGGCAAAGTGGACATCGT

R CTTGACTGTGCCGTTGAACTTG
CICLINA A2 F 585 GTACCAGACTACCATGAGGAC

R TCCTGTGACTGTGTAGAGTGC
CICLINA B1 F 370 AATCGGTGACTTTGCCTTTG

R GACCACATTCTTTGCCAGGT
CICLINA E1 F 248 TTCCTGCTGAAGATGCACAC

R GCAGTCGACAGGAGAGAACC

F: cebador “sentido”; R: cebador “anti-sentido”.

2.15.6. EXPRESION DE PERFORINA Y ENZIMAS CITOLITICAS (GRANZIMAS A Y B)

Se determind que en las lesiones producidas por HSV en humanos se

encuentran linfocitos T CD4" y CD8" con actividad citolitica (Dobbs y col., 2005).

Sin embargo, el rol de los mecanismos inmunoldgicos citoliticos y no citoliticos no

se ha analizado en las infecciones por BoHV.

En este estudio se determind la expresion de enzimas citoliticas en los

tejidos infectados con BoHV1, BoHV5 y no infectados mediante RT-PCR con

cebadores especificos para perforina y granzimas A y B (Tabla 2.4). Como control

de la expresion de estos genes la RT-PCR se realizé con ARN extraido de leucocitos

sanguineos no estimulados.
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Tabla 2.4: Cebadores utilizados para determinar la expresidon de granzimas A y B y perforina en tejido

nervioso de bovinos infectados con BoHV1 y BoHV5 mediante RT-PCR.

TAMANO DEL L
CEBADOR SENTIDO SECUENCIA 5°-3
AMPLICON (pb)
GAPDH F 112 TTCTGGCAAAGTGGACATCGT
R CTTGACTGTGCCGTTGAACTTG
GRANZIMA A F 113 TGGCCCCTCACACAAGACGC
R GCCCTTCAGGTCACAATGAGCGG
GRANZIMA B F 226 CTCACTGCCTGGGAAGCTCAATC
R GGCTTCACCTCCGCCAAGCTC
PERFORINA F 127 GTCCGTGTGACAGTGGCGGG
R GCACCAGGTGAAACTGTAAAAGC

F: cebador sentido; R: cebador anti-sentido.

La RT-PCR se realizé como se describid previamente en “PROCEDIMIENTOS

GENERALES”. Las reacciones de PCR para las granzimas y peforina consistieron en

buffer 1X, MgCl, 4 mM, dNTPs 0,4 mM, cebadores 10 pm, 0,5 U Taqg polimerasa,

DMSO 10% y agua. Las condiciones de ciclado fueron de 1 ciclo a 95°C por 5 min

seguido de 35 ciclos a 94°C 1 min, 58°C 1 min y 72°C 1:20 min. La extension final

fue a 72°C durante 7 min.

2.15.7. EVALUACION DE LA APOPTOSIS IN VITRO

2.15.7.1. CULTIVOS CELULARES

Para los estudios de apoptosis, se utilizaron dos lineas celulares de origen

bovino, MDBK y BoTur y una linea celular humana (Hela). Como se indicé

previamente, estas lineas celulares se seleccionaron para comparar sustratos de
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uso rutinario para la replicacion de los herpesvirus bovinos (MDBK y BoTur), con
otras células que son susceptibles a la infeccidn pero que no mantienen niveles
altos de replicacién del BoHV, como las células Hela. Los cultivos celulares se

mantuvieron como se indicd en “PROCEDIMIENTOS GENERALES”.

2.15.7.2. INOCULACION DE LOS CULTIVOS CELULARES.

Las lineas celulares se cultivaron en placas de 24 pocillos (NEST Scientific,
China) a una densidad de 0.5 x 10° células/pocillo, sobre cubreobjetos de 12 mm
de diametro para la adhesion celular. Las células se infectaron con las cepas de
BoHV1 o BoHV5 a una multiplicidad de infeccién (moi) = 0,1. Las células también
fueron tratadas con deoxinivalenol (DON, Sigma-Aldrich) (2,8 pg/ml en MEM), luz
ultravioleta durante 3 min y dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich) al 5 %, como
controles para la induccion de la apoptosis. DON es una micotoxina capaz de
inducir apoptosis en células intestinales e inmunitarias (Awad y col.,, 2004) y en
varias lineas de cultivo celular (Pérez Gaudio y col., 2016). La apoptosis inducida
por el tratamiento con DMSO también se ha descrito previamente (Guo y col.,

2009).

De acuerdo a los distintos ensayos, las evaluaciones de apoptosis se

realizaron a las 6 0 24 h después de la inoculacidn (hpi). La evaluacién a las 6 horas
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se eligid como punto de partida para determinar las alteraciones iniciales en la
morfologia nuclear después de la infeccion o el tratamiento quimico. Las cepas
virales, el DMSO y el DON se agregaron a la monocapa de células preformadas y se
incubaron durante 1 h a 37 °C. Luego, las células se lavaron con PBS 1X y se afiadid
medio de cultivo suplementado con 2% SFB durante el tiempo de incubacidn

restante.

2.15.7.3. DETERMINACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN

El patréon de fragmentacion del ADN en una célula apopdtica se puede
detectar mediante la extraccion de ADN y posterior separacion mediante
electroforesis en gel de agarosa. En dichos geles deben observarse bandas de 180
a 200 pares de bases (Elmore, 2007) que constituyen una caracteristica distintiva
de la muerte celular por apoptosis. La presencia de fragmentos
oligonucleosomales de ADN indicativos de apoptosis celular se determind en

células infectadas, tratadas y sin infectar de acuerdo a lo descripto previamente.

Para este analisis, se colectaron las células y sobrenadante, se centrifugaron
y se utilizaron los pellets de células, las cuales fueron lisadas en 0,5 ml de buffer
de lisis (10 mM Tris -pH 7.4), 5 mM EDTA, 0,2% Triton) en tubos de 1,5 ml que se

agitaron vigorosamente durante 30 seg y se incubaron en hielo durante 30 min.
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Luego se centrifugaron a 27.000 xg durante 30 min. Al sobrenadante se le
agregaron 50 ul de NaCl 5 M frio y se agitd durante 20 seg. Para la precipitacion
del ADN se agregaron 600 pl de etanol y 150 ul de acetato sodio 3 M pH 5,2. Se
incubd durante 1 h a -80°C y se centrifugd a 20.000 xg durante 20 min. Los pellets
se re-disolvieron en 400 ul de buffer de extraccion (Tris 10 mM y EDTA 5 mM), se
le adicionaron 2 pl de DNasa-libre de RNasa (10 mg/ml) y se incubaron durante 5 h
a 37°C. Luego se agregaron 25 pl de proteinasa K (20 mg/ml) y 40 ul de buffer (Tris
100 mM pH=8,0, EDTA 100 mM, NaCl 250 mM) y se incubd toda la noche a 65°C.
Se extrajo el ADN con fenol/cloroformo/isoamil alcohol (25:24:1) y se precipitd
con etanol. Los pellets fueron resuspendidos en 20 pl Tris-acetato — EDTA
suplementados con 2 ul de buffer de corrida (azul de bromofenol 0,25%, glicerol
30%). Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1,5%, se
tifieron con SyBR Safe (0,1 mg/ml) y se observaron en transiluminador. El tamafio
de los fragmentos fue determinado mediante comparacién de la movilidad con un

marcador de 100 pares de bases.
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2.15.8. DETECCION DE APOPTOSIS IN SITU EN CELULAS Y TEJIDO NERVIOSO

2.15.8.1. DETERMINACION DE LA MORFOLOGIA NUCLEAR MEDIANTE TINCION
CON 4',6-DIAMINO-2-FENILINDOL (DAPI). IDENTIFICACION DE CAMBIOS

NUCLEARES EN CULTIVOS CELULARES.

Los cambios morfoldgicos nucleares (condensacion de la cromatina,
fragmentacién nuclear y presencia de cuerpos apoptdticos) se evaluaron
mediante tincién con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) después de fijar las células
con paraformaldehido al 4%. Los experimentos se realizaron por triplicado y se
contaron las células con alteraciones nucleares en seis campos microscopicos por
muestra. Se determinaron los porcentajes de células con morfologia nuclear

alterada.

2.15.8.2. DETERMINACION DE CELULAS APOPTOTICAS MEDIANTE TUNEL
(TERMINAL DEOXYNUCLEOTIDYL TRANSFERASE dUTP NICK END

LABELING)

Para la deteccidon de células con ADN fragmentado, se realizé el ensayo de
TUNEL (DeadEndColorimetric TUNEL System, Promega, USA) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante. Los cambios morfolégicos nucleares y la
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fragmentaciéon del ADN no siempre ocurren como un evento paralelo. Se
considera que la digestién del ADN es un proceso tardio durante la apoptosis
(Maruyama y col., 2000) y la confirmacién de este evento requiere usualmente de
la utilizacion de mas de una técnica. Mediante la técnica de TUNEL, la enzima
Deoxinucleotidil Transferasa Terminal (DTT) incorpora nucleétidos biotinilados en
el 3'-OH de los extremos de los fragmentos del ADN. Para este estudio se
utilizaron células MDBK, las cuales se sembraron en cubreobjetos en placas de 24
pocillos. A las 24 hpi las células se fijaron con paraformaldehido al 1 %. Los
experimentos se realizaron por duplicado y se contaron las células TUNEL positivas

en seis campos microscopicos.

2.15.8.3. INMUNOHISTOQUIMICA PARA LA DETECCION DE LA CASPASA 3

ESCINDIDA EN MUESTRAS DE TEJIDO NERVIOSO

La caspasa 3 esta presente en las células como una pro-caspasa inactiva que
es activada mediante escision proteolitica. Dicha caspasa es un ejecutor clave en
la apoptosis (Chang y Yang, 2000). Las secciones de tejido se desparafinaron y se
rehidrataron en series de distinto grado de etanol como se describié en
“PROCEDIMIENTOS GENERALES”. Como anticuerpo primario se utilizd un

anticuerpo policlonal anti-caspasa 3 escindida (Cell Signaling, cat. 9661) y como
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anticuerpo secundario un anticuerpo anti-conejo marcado con peroxidasa (LETH,

ARGENTINA).

2.16. ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio de cambios morfoldgicos nucleares mediante tincion con
DAPI se evaluaron las diferencias en los porcentajes de células con cambios
nucleares para cada virus o tratamiento dentro de una linea celular y entre las
diferentes lineas celulares. Los titulos para las diferentes cepas de alfaherpesvirus
bovino también se evaluaron en las diferentes lineas celulares. Los porcentajes de
células con cambios nucleares y titulos virales se analizaron por ANOVA seguido
de la prueba de Tukey. Un valor de p £ 0,05 se considerd estadisticamente

significativo.



3-RESULTADOS
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Como se describid en Materiales y Métodos, las muestras de sistema
nervioso analizadas en este trabajo se obtuvieron durante la necropsia de
animales infectados experimentalmente para un estudio previo. A continuacion se
describen brevemente los hallazgos clinicos, serolégicos y de aislamiento viral en

secreciones nasales y oculares de los terneros inoculados.

3.1. MANIFESTACIONES CLINICAS Y AISLAMIENTO VIRAL EN SECRECIONES
NASALES Y OCULARES EN LOS TERNEROS INFECTADOS

EXPERIMENTALMENTE CON BoHV1 Y BoHV5

En la etapa de infeccion aguda se observaron secreciones nasales en los
terneros inoculados con BoHV1 desde el dia 1 al 5 pi y hasta los 6 dpi en el caso de
la infeccién por BoHV5 (Figura 3.1.A). Tanto BoHV1 como BoHV5 se aislaron en
secreciones nasales desde el dia 1 pi hasta los 6 dpi, momento en que se llevd a
cabo la eutanasia. Los titulos virales variaron de 10*® a 10%® DICC50/ml para
ambos virus. La presencia de secreciones oculares fue evidente a los 2 y 3 dpi en
los terneros infectados con BoHV1 y al tercer dia de la inoculacién con BoHV5. Sin
embargo, en estas secreciones ambos virus se aislaron a los 5y 6 dpi con titulos

que variaron entre 10*%a 10 >° DICC50/ml (Figura 3.2.A).
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INFECCION AGUDA BoHV1 INFECCION AGUDA BoHV5

WSECRECIONES

OCULARES W SECRECIONES

OCULARES
14 B B SECRECIONES
NASALES SECRECIONES

NASALES

N° DE ANIMALES
N° DE ANIMALES

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
DiAS POST INFECCION DiAS POST INFECCION

Figura 3.1.A: Presentacion de secreciones nasales y oculares entre el dia 1 post-infeccién y los 6 dpi en
animales inoculados con una dosis alta (106’3 DICCso/ml) de BoHV1 y BoHV5 (Infeccidn aguda).

Los terneros inoculados con el indculo de dosis baja (Grupo 2) no
presentaron secreciones abundantes. En el caso de los animales inoculados con
BoHV1, se observaron secreciones nasales de forma intermitentemente,
particularmente entre los 11 y 16 dpi y en los inoculados con BoHVS5, las
secreciones nasales estuvieron presentes hasta el dia 20 pi (Figura 3.1.B). Como
era esperado, estos animales no excretaron virus una vez establecida la latencia
(11 dpi para BoHV1 y 18 dpi para BoHV5) (Figura 3.2.B). Los terneros del Grupo 3
inoculados con BoHV1 y BoHV5 que recibieron un tratamiento con DXM para
inducir la reactivacion a los 21 dpi, presentaron secreciones nasales a los 23 y 24

dpi y no se observaron secreciones oculares (Figura 3.1.C). Los animales de este
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grupo excretaron BoHV5 o BoHV1 entre los 23 y 24 dpi, con titulos de 10°

DICCso/ml para BoHV5 y de 10"’ a 10™° DICCso/ml para BoHV1 (Figura 3.2.C).

N° DE ANIMALES
[ o w S

o

LATENCIA BoHV1

M SECRECIONES
OCULARES

SECRECIONES

NASALES

8

9

1 13 16 18 20
DiAS POST INFECCION

N° DE ANIMALES
o w IS

[

o

LATENCIA BoHV5

W SECRECIONES

SECRECIONES
NASALES

8 9

OCULARES
11 13 16 18 20

DiAS POST INFECCION

Figura 3.1.B: Presentacién de secreciones nasales y oculares entre los 8 y 20 dpi en animales

inoculados con una dosis baja (10° DICCso/ml) de BoHV1 y BoHV5 (Infeccidn latente).

N° DE ANIMALES

REACTIVACION BoHV1

W SECRECIONES
OCULARES

SECRECIONES
NASALES

21

22 23 24 25
DIAS POST INFECCION

N° DE ANIMALES

REACTIVACION BoHV5

B SECRECIONES
OCULARES

SECRECIONES
NASALES

21

22 23 24 25
DiAS POST INFECCION

Figura 3.1.C: Presentacion de secreciones nasales y oculares en animales inoculados con una dosis baja
(103 DICCso/ml) de BoHV1 y BoHV5 y tratados con DXM para inducir la reactivacion a partir del dia 21

post infeccidn.

Ninguno de los animales inoculados ni los animales del Grupo 4 (controles

no infectados) manifestd signos respiratorios o neurolégicos. No hubo diferencias

significativas (p > 0,05) en las temperaturas rectales durante la infeccion aguda.
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Entre los 9 y 16 dpi, los animales infectados con BoHV5 tuvieron temperaturas
significativamente mas elevadas (p < 0,05) que los animales sin infectar. Para los
terneros inoculados con BoHV1 estas diferencias fueron evidentes a los 9y 13 dpi.
Los animales inoculados con BoHV1 y BoHV5 presentaron temperaturas rectales

mas elevadas (p < 0,05) que el ternero control a los 22 y 23 dpi.
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Figura 3.2.A: Titulos de BoHV1 y BoHV5 en secreciones nasales y oculares de los animales inoculados
. . 6,3 s s .

con una dosis viral alta (10" DICCso/ml). Aquellas muestras en las que no se aislo el virus se

representan con un valor de 0,2 para mostrar las barras. SN: Secrecion Nasal; SO: Secrecién Ocular.
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Figura 3.2.B: Titulos de de BoHV1 y BoHV5 en secreciones nasales y oculares de los animales
inoculados con una dosis viral baja (10° DICC50/ml). Aquellas muestras en las que no se aisld el
virus se representan con un valor de 0,2 para mostrar las barras. SN: Secrecién Nasal; SO:
Secrecion Ocular.
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Figura 3.2.C: Titulos de de BoHV1 y BoHV5 en secreciones nasales y oculares de los animales
inoculados con una dosis viral baja (103 DICCso/ml) y tratados con DXM para inducir la
reactivacion. Aquellas muestras en las que no se aisld el virus se representan con un valor de
0,2 para mostrar las barras. SN: Secrecién Nasal; SO: Secrecion Ocular.
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3.2. ANALISIS SEROLOGICO DE LOS ANIMALES INOCULADOS

Todos los animales eran serolégicamente negativos a BoHV1 y BoHV5 al
momento de la inoculacion. Se observd seroconversion a los 6 dpi (titulo 1:32) en
uno de los animales del Grupo 1 (infeccidon aguda) inoculado con BoHV5, mientras
gue no se detectd seroconversion en los animales inoculados con BoHV1 (titulo
1:8) (Tabla 3.1). Del mismo modo, los animales inoculados con una dosis baja de
BoHVS5 (Grupo 2, latencia) seroconvirtieron a los 6 dpi (1:32), alcanzando titulos de
1:256 a los 24 dpi. En el caso de BoHV1, en este estadio de la infeccidn, el titulo
maximo alcanzado fue de 1:128, detectandose seroconversion a los 24 dpi. En el
Grupo 3 (reactivacion), el titulo maximo de anticuerpos neutralizantes alcanzado
en los animales inoculados con BoHV5 fue de 1:32 a los 25 dpi y habian
seroconvertido a los 22 dpi. Los animales de este grupo inoculados con BoHV1
alcanzaron un titulo de 1:64 a los 22 dpi, momento en el que se observd
seroconversion (Tabla 3.1). Los animales control (Grupo 4) se mantuvieron

seronegativos durante todo el periodo experimental.
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Tabla 3.1: Rango en el titulo de anticuerpos neutralizantes en las distintas etapas de la infeccidon de
terneros inoculados con BoHV1 y BoHVS5 y sin infectar.

ETAPA DE VIRUS DIiAS POST INFECCION
INFECCION 0 6 13 22 24 25
BoHV5 S/Ac 8-32 = = = =
AGUDA
BoHV1 S/Ac 8 - - - -
BoHV5 S/Ac 4-8 8-16 32-256 128-256 =
LATENCIA
BoHV1 S/Ac 8 16 16-64 16-128 -
BoHV5 S/Ac 4 8 16-32 = 32

REACTIVACION
BoHV1 S/Ac 4-8 8-16 64 - 16

CONTROL S/Ac S/Ac - - - -
CONTROL+DXM S/Ac S/Ac - - - -

S/Ac: Sin anticuerpos.

3.3. PRESENCIA DE LESIONES MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS EN TERNEROS

INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE CON BoHV1 Y BoHVS.

No se observaron lesiones en el grupo control inoculado con placebo (Figura
3.3.A) ni lesiones severas en ninguno de los animales inoculados. En los terneros
inoculados con BoHV5 a una dosis alta (infeccion aguda) se observaron
hemorragias en la duramadre, congestién de los vasos cerebrales y coloracién
oscura en lobulo frontal (Figura 3.3.B). Ademdas se observaron hemorragias en
linfonddulo retrofaringeo y petequias en las tonsilas, mientras que los terneros
inoculados con BoHV1 presentaron congestion en el I6bulo frontal, presencia de

secreciones amarillentas en cornetes nasales y congestion en traquea y mucosa
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nasal. En los animales del Grupo 2 (latencia) no se observaron lesiones
macroscopicas (Figura 3.3.C) y en los terneros del Grupo 3 (reactivacion) sélo se
observaron petequias en el I6bulo frontal de uno de los animales inoculados con

BoHVS5 (Figura 3.3.D).

T6 - 552
CONTROL

o |

Figura 3.3.A: Observacién macroscopica de cerebros de los animales del grupo control
(Grupo 4, control sin infectar). En los mismos no se observan lesiones macroscépicas.
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Figura 3.3.B: Observacidn macroscépica de los cerebros de los animales inoculados con
dosis altas (10%° DICCso/ml) de BoHV1 y BoHV5 ( Grupo 1, Infeccidn aguda, 6 dpi).
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T13 - £371/603

Figura 3.3.C: Observacidon macroscépica de los cerebros de animales inoculados
con dosis bajas (103 DICCso/ml) de BoHV1 y BoHV5 (Grupo 2, Latencia, 24 dpi).
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Figura 3.3.D: Observacion macroscopica de los cerebros de animales
inoculados con dosis bajas (103 DICCso/ml) de BoHV1 y BoHV5 y que recibieron
DXM a los 21 dpi para inducir la reactivacion (Grupo 3, Reactivacion, 25 dpi).
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Las lesiones microscopicas durante la etapa de infeccion aguda de los
terneros infectados con BoHV1 y BoHV5 consistieron en hemorragias corticales y
submeningeas en la corteza cerebral frontal, con edema y congestidn en la parte
posterior de la corteza. En la etapa de latencia se observaron pequeiios focos de
neuronofagia y satelitosis leve, con escaso infiltrado mononuclear en GT de los
terneros infectados con BoHV5. Ademas, estos animales presentaron infiltrados
mononucleares, gliosis difusa y satelitosis en el area de bulbos olfatorios, en
médula cervical y puente. En los animales latentemente infectados con BoHV1 se
observaron pequeiios focos de gliosis y satelitosis en corteza frontal, mientras que
en GT se observd neuronofagia, focos de gliosis, satelitosis y abundante infiltrado
mononuclear. Durante la reactivacion se observaron hemorragias multifocales
leves en la corteza cerebral anterior de terneros infectados con BoHV1 y BoHV5.
En esta etapa se presentaron pequefias areas de gliosis y satelitosis en la médula

cervical de los terneros infectados con BoHV1 (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Lesiones microscdpicas en tejido neural de terneros infectados con BoHV1 y BoHV5. (A).
Edema submeningeo en la corteza posterior de un ternero infectado con BoHV5 (6dpi) (20x), (B)
Hemorragias submeningeas en la corteza posterior de un ternero infectado con BoHV1 (6dpi) (20x),
(C) Areas de gliosis y satelitosis en la médula cervical de un ternero infectado con BoHV1 después de
la reactivacion inducida por DXM (40x), (D) Corteza cerebral posterior de un ternero no infectado
(20x).

3.4. AISLAMIENTO VIRAL A PARTIR DE MUESTRAS DE SISTEMA NERVIOSO

No se aislé BoHV5 de ninguna de las muestras de tejido nervioso analizadas
en la etapa de infeccidn aguda. Sin embargo, en este estadio BoHV1 se aislé de
todas las submuestras de SNC y GT (Fig. 3.5.A y Tabla 3.2). Los titulos de BoHV1

variaron entre 10>°” y 10*®” DICCs,/g de tejido. Los titulos mas bajos se detectaron
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en GT, mientras que los titulos mds elevados se alcanzaron en médula cervical

(10*’), corteza posterior (10*°) y en la zona de la protuberancia anular (10*%).

INFECCION AGUDA
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2 6
[a)
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=
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2 3
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2
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 GT
AREA DEL SISTEMA NERVIOSO

Figura 3.5.A: Titulos de BoHV1 y BoHV5 en el cerebro y el GT de terneros inoculados
experimentalmente con un indculo de dosis alta (infeccién primaria aguda). Aquellas
muestras en las que no se aislo el virus se representan con un valor de 0,2 para
mostrar las barras. Se evaluaron las siguientes dreas: 1: corteza olfatoria; 2-3: corteza
frontal; 4: corteza dorso-lateral; 5: surco marginal de la corteza posterior; 6: surco
ectomarginal de la corteza posterior; 7: cerebelo; 8: médula cervical; 9: médula
cervical, 10: protuberancia y 11: diencéfalo. GT: ganglio trigémino.

Como era esperado, durante la latencia, BoHV1 y BoHV5 no se aislaron de
ninguna de las muestras (Fig. 3.5.B y Tabla 3.2). Durante la reactivacién, solo fue

posible aislar al BoHV5. El virus se aislé de la corteza olfatoria, frontal y posterior,
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con titulos que variaron de 10%”* a 10*°” DICCso/g de tejido (Fig. 3.5.C y Tabla 3.2).
Como se esperaba, todas las muestras de tejido de los terneros inoculados con el

placebo resultaron negativas.
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Figura 3.5.B: Ausencia de virus infeccioso en el cerebro y el ganglio trigémino de
terneros inoculados experimentalmente con un inéculo de dosis baja de BoHV1 y BoHV5
(latencia). Aquellas muestras en las que no se aislo el virus se representan con un valor
de 0,2 para mostrar las barras. Se evaluaron las siguientes areas: 1: corteza olfatoria; 2-
3: corteza frontal; 4: corteza dorso-lateral; 5: surco marginal de la corteza posterior; 6:
surco ectomarginal de la corteza posterior; 7: cerebelo; 8: médula cervical; 9: médula
cervical, 10: protuberancia y 11: diencéfalo. GT: ganglio trigémino.
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Figura 3.5.C: Titulos de BoHV1 y BoHV5 en el cerebro y el GT de terneros inoculados
experimentalmente con un indculo de dosis baja (latencia) y a los que se les administro
DXM a los 21 dpi. Aquellas muestras en las que no se aisld el virus se representan con un
valor de 0,2 para mostrar las barras. Se evaluaron las siguientes areas: 1: corteza
olfatoria; 2-3: corteza frontal; 4: corteza dorso-lateral; 5: surco marginal de la corteza
posterior; 6: surco ectomarginal de la corteza posterior; 7: cerebelo; 8: médula cervical; 9:
médula cervical, 10: protuberancia y 11: diencéfalo. GT: ganglio trigémino.

3.5. DISTRIBUCION Y CUANTIFICACION DEL ADN DE BoHV1 Y BoHV5 EN TEJIDO

NERVIOSO POR PCR EN TIEMPO REAL-HRM

Mediante el analisis por PCR en tiempo real-HRM, se demostré que durante
la infeccién aguda por BoHV5, el genoma viral estaba presente en la corteza
olfatoria (2/2), corteza frontal (1/2), en la médula cervical (2/2) y en GT (1/2). En la
misma etapa de infeccidn, el genoma de BoHV1 se detecté consistentemente en

la corteza olfatoria (1/2), corteza frontal (2/2), corteza posterior (2/2), médula
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cervical (2/2) y GT (2/2). En los terneros latentemente infectados con BoHV5 se
detectd la presencia del ADN viral en corteza olfatoria (2/2), corteza frontal (2/2),
corteza posterior (1/2), médula cervical (1/2) y GT (2/2). El genoma de BoHV1 no

se detecté en SNC durante esta etapa aunque fue posible identificarlo en GT (1/2).

A las 48 h de inducida la reactivacion con DXM se detecté ADN de BoHV5 en
la corteza olfatoria (2/2), corteza frontal (2/2), corteza posterior (1/2) y médula
cervical (1/2). En esta etapa de la infeccion, el genoma de BoHV1 se detectd en

corteza posterior (1/2), médula cervical (1/2) y GT (1/2) (Tabla 3.2).

En las muestras en las que no se detecté BoHV1 o BoHV5, se amplifico
citocromo B, el cual se expresa constitutivamente en tejidos bovinos,
demostrando que la extraccion de ADN fue adecuada y que no existen inhibidores

en la reaccion de PCR.
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Tabla 3.2: Aislamiento viral y analisis por PCR en Tiempo Real-HRM en muestras de tejido nervioso
de bovinos en los distintos estadios de la infeccién por BoHV1y BoHVS5.

SECCION DEL SISTEMA NERVIOSO

INFECCION VIRUS co CF CcpP MC GT
I HRM |1 HRM I HRM | HRM | HRM
BoHVS5 #2 - + - + - S o + - -
BoHVS #3 - + - - - - - + - +
AGUDA
BoHV1 #4 + - - + + + + + + +
BoHV1 #5 + + + + + + - + -
BoHVS5 #7 - + - + - S - - -
BoHV5 #10 - + - + - + - + - +
LATENCIA
BoHV1 #12 - - - S o o - - - +
BoHV1 #13 - - - - - - - - - -
BoHVS5 #8 - + - - = S o - - -
BoHV5 #9 + + - + + + - + - -
REACTIVACION
BoHV1 #11 - - - - = S o - - -
BoHV1 #14 - - - - - + - + - +
CONTROL Ternero #1 - - - o - - - - - B
NEGATIVO Ternero#6 - - - - - - - - - -

I: Aislamiento viral, HRM: Analisis por PCR en Tiempo Real-HRM. CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza
Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula Cervical, GT: Ganglio Trigémino.

3.6. EXPRESION DE GENES VIRALES EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y GANGLIO

TRIGEMINO

Se evalud las expresion de genes virales representativos de la cinética

inmediata temprana (bICP4), temprana (TK) y tardia (gD, gB) por RT-PCR utilizando
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submuestras de cerebro, GT y médula cervical de animales con infeccién aguda,

latentemente infectados y en animales donde se indujo la reactivacién con DXM.

No se detectd la expresion de genes IE (bICP4) de BoHV1 ni de BoHV5 en las

submuestras evaluadas en ninguna etapa de la infeccion (Tabla 3.3).

Tabla 3.3: Analisis por RT-PCR de la expresién de genes virales representativos de la cinética inmediata
temprana en diferentes sectores del sistema nervioso y en los distintos estadios de la infeccién.

EXPRESION DE GENES INMEDIATOS TEMPRANOS (bICP4)

SECTOR DEL SISTEMA NERVIOSO

ETAPA DE INFECCION VIRUS
co CF cp MC GT
BoHV5 - - - - -
AGUDA
BoHV1 - - - - -
BoHV5 z E E E E
LATENCIA
BoHV1 - - - - -
BoHV5 - - - - -
REACTIVACION
BoHV1 - - - - -
CONTROL z : E E E

CONTROL + DXM - - - - -

CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula Cervical, GT: Ganglio Trigémino. +: se
detecta expresidon del gen en la muestra de tejido nervioso analizada. -: no se detecta expresidén del gen en la
muestra de tejido nervioso analizada.

La expresion de genes tempranos (TK) de BoHV1 tampoco fue evidente en
los distintos estadios de infeccidn. En tanto, en el caso de BoHV5 se detectd la
expresion de TK durante la latencia en la corteza olfatoria, corteza frontal, corteza

posterior y médula cervical. Sin embargo, no se detectd la expresidon génica de TK
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durante la latencia en GT (Tabla 3.4). No se observd expresion de TK de BoHV5

durante la infeccién aguda (ANEXO — Figura 6.1) ni durante la reactivacion.

Tabla 3.4: Andlisis por RT-PCR de la expresién de genes virales representativos de la cinética temprana
en diferentes sectores del sistema nervioso y en los distintos estadios de la infeccidn.

EXPRESION DE GENES TEMPRANOS (TK)

SECTOR DEL SISTEMA NERVIOSO

ETAPA DE INFECCION VIRUS
co CF cp MC GT
BoHV5 - - - - -
AGUDA
BoHV1 - - - - -
BoHV5 + + + + -
LATENCIA
BoHV1 - - - - -
BoHV5 - - - - -
REACTIVACION
BoHV1 - - - - -
CONTROL - - - - -

CONTROL + DXM - - - - -

CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula Cervical, GT: Ganglio Trigémino. +: se
detecta expresidon del gen en la muestra de tejido nervioso analizada. -: no se detecta expresidén del gen en la

muestra de tejido nervioso analizada.

La expresion de genes tardios fue evidente en tejidos infectados con BoHV1
o BoHV5. Para BoHV1 se analizd la expresiéon de gD, la cual solo se detecté en la
corteza olfatoria durante la reactivacién, no pudiéndose detectar en otras
secciones del tejido nervioso o estadio de infeccion. Para BoHV5 se examind la
expresion de gB, pudiéndose detectar durante la latencia en la corteza olfatoria,
corteza frontal y corteza posterior. Ademas se detectd expresidon de gB durante la
reactivacion en la corteza posterior y la médula cervical (Tabla 3.5)(ANEXO —

Figura 6.2y 6.3).
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Tabla 3.5: Analisis por RT-PCR de la expresién de genes virales representativos de la cinética tardia en
diferentes sectores del sistema nervioso y en los distintos estadios de la infeccién.

EXPRESION DE GENES TARDIOS *

SECTOR DEL SISTEMA NERVIOSO

ETAPA DE INFECCION VIRUS
co CF cp McC GT
BoHV5 = - = = -
AGUDA
BoHV1 - - - - -
BoHV5 + + + - -
LATENCIA
BoHV1 - - - - +
. BoHV5 = = + + -
REACTIVACION
BoHV1 + - - - -

CONTROL - - - - -
CONTROL + DXM - - - - -

*Expresion de gB de BoHV5 y gD de BoHV1. CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC:
Médula Cervical, GT: Ganglio Trigémino. +: se detecta expresion del gen en la muestra de tejido nervioso analizada.
-: no se detecta expresidn del gen en la muestra de tejido nervioso analizada.

3.7. EXPRESION DE TLR EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE TERNEROS

DURANTE LA INFECCION AGUDA POR BoHV1 Y BoHV5

Los niveles de ARNm de los TLR endosomales (TLR3, 7, 8 y 9) se evaluaron
en secciones cerebrales y en médula cervical de bovinos infectados
intranasalmente con BoHV1 y BoHV5 y se compararon con los niveles de
expresion de los TLR en tejido neural de terneros no infectados. Luego, los datos
se normalizaron y se compard la expresion de TLR entre los animales inoculados
con BoHV1 y BoHV5. Los niveles de expresion de GAPDH permanecieron

constantes en las muestras de los terneros de los distintos grupos experimentales
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y cuando se evalud la eficiencia de amplificacion de cada gen se demostré una

relacion lineal entre la cantidad de templado y los valores de Ct.

A los 6 dpi, los niveles de TLR3 aumentaron significativamente (p < 0,05) en
la corteza frontal y posterior y en la médula cervical de los terneros infectados de
forma aguda con BoHV1 y BoHV5 en comparacion con las muestras de terneros no
infectados. En el caso de BoHV1, también se observé un aumento significativo de
este TLR en la corteza olfatoria (p < 0,05). Curiosamente, el mayor aumento en la
expresion de TLR3 se detectd en la médula cervical de ambos grupos de animales
infectados (incremento de 4,6 veces para BoHV5 y de 8,8 veces para BoHV1 con
respecto a los terneros no infectados). Para el TLR7, se detectaron aumentos
significativos (p < 0,05) en los niveles de ARNm en todas las secciones del cerebro
y la médula cervical de terneros infectados con BoHV5. Estos hallazgos fueron
similares a los detectados para la expresion de TLR7 en terneros con infeccion
aguda por BoHV1, con la excepcidn de la corteza posterior, en la cual los niveles
del receptor no difirieron (p > 0,05) de los niveles detectados en el ternero control
no infectado. La expresiéon de TLR8 aumentd (p < 0,05) en la corteza posterior y la
médula cervical durante la infeccién aguda por BoHV5 y en la corteza olfatoria y

médula cervical de los animales infectados con BoHV1. Por otro lado, el nivel de
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ARNm de TLR9 disminuyd en la corteza frontal de los terneros infectados con
BoHV1. Sin embargo, no se observaron alteraciones significativas (p > 0,05) en los
niveles de expresidon de TLR9 en ninguna otra drea del SNC durante la infeccidn

por BoHV1 o BoHV5 (Tabla 3.6).

Tabla 3.6: Niveles de expresion del ARNm de los TLR 3, 7, 8 y 9 en secciones de tejido nervioso bovino
durante la infeccion aguda por BoHV1 y BoHV5 y animales no infectados (C).

SECCION DE TEJIDO NEURAL

CORTEZA OLFATORIA CORTEZA FRONTAL CORTEZA POSTERIOR MEDULA
CERVICAL

TLR BoHV1 BoHV5 C BoHV1 BoHV5 C BoHV1l BoHV5 C BoHV1 BoHV5 C
3 3,85* 1,36 1 3,08* 1,28* 1 3,14* 2,70* 1 9,85* 5,63* 1
7 4,66 3,50 1 2,82 2,30 1 1,65 2,56* 1 2,21 2,58* 1
8 3,24* 1,60 1 3,14 2,59 1 1,48 2,44* 1 3,09* 3,89* 1

9 1,88 2,89 1 0,74* 2,63 1 0,61 1,77 1 1,19 1,79 1

* Indica diferencia significativa con respecto al mismo tejido control sin infectar (p < 0,05).

En este estudio también se establecieron comparaciones entre la expresion
de ARNm de los TLR en animales infectados con BoHV1 y BoHV5. Como se
muestra en la Figura 3.6, luego de 6 dpi, solo la expresion de TLR3 fue
significativamente mayor (p < 0,05) en la corteza olfatoria de terneros infectados
con BoHV1 en comparacion con la infeccién por BoHV5. No se registraron

diferencias en los niveles de expresién de los otros TLR (p > 0,05).
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Figura 3.6: Expresion relativa de ARNm de TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 en tejido nervioso de bovinos
infectados de forma aguda con BoHV1 y BoHV5. Las diferencias estadisticamente significativas entre
grupos infectados se indican con diferentes letras (p < 0,05).

3.8. EXPRESION DE TLR EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE TERNEROS

DURANTE LA LATENCIA Y POSTERIOR REACTIVACION DE BoHV1 Y BoHV5

Se evalud la expresién del ARNm de los TLR en el cerebro y médula cervical
de terneros infectados con una dosis baja de indculo viral (latencia) y 48 h después

de la administracion de DXM para inducir la reactivacion de BoHV1 y BoHV5.

Se observo una supresion general en la expresion de los TLR evaluados en la
corteza cerebral anterior (olfatoria y frontal) durante la latencia de BoHV1,
mientras que en los animales latentemente infectados con BoHV5 la modulacién

del TLR7 en corteza frontal y de los TLR7-9 en médula cervical fue positiva (p <
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0,05) (Tabla 3.7). Sin embargo, a pesar de la regulacién opuesta observada
durante el estado latente de ambos virus en el SNC con respecto a tejidos control
sin infectar, las diferencias en la expresién de estos receptores entre los tejidos
provenientes de animales infectados con BoHV1 y BoHV5 no fueron significativas

(p > 0,05).

Tabla 3.7: Niveles de expresion de ARNm de los TLR en secciones de tejido nervioso de bovinos
latentemente infectados con BoHV1 y BoHV5 y animales control (C).

SECCION DE TEJIDO NEURAL

CORTEZA OLFATORIA CORTEZA FRONTAL MEDULA CERVICAL
TLR BoHV1 BoHV5 C BoHV1 BoHV5 C BoHV1 BoHV5 C
3 0,40* 1,17 1 0,36* 1,51 1 0,92 122,69 1
7 0,58* 1,51 1 0,81 3,23* 1 1,42 3,83* 1
8 0,25* 1,81 1 0,22* 3,1 1 1,03 6,83* 1
9 0,17* 0,37 1 0,12* 0,73 1 0,20 1,91* 1

* Indica diferencia significativa con respecto al mismo tejido control sin infectar (p < 0,05).

Luego de la reactivacion de ambos virus, se detectd una disminucion
significativa (p £ 0,05) de los niveles de ARNm de TLR3 y TLR8 en la corteza frontal
en comparacion con las muestras de animales no infectados. Ademas, en terneros
infectados con BoHV5, los niveles de TLR3 disminuyeron (p < 0,05) en la médula
cervical. En el caso de BoHV1, los niveles de TLR3 disminuyeron significativamente

en la corteza olfatoria a las 48 h después de la administracién de DXM (p < 0,05).
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Los niveles de expresion de los otros TLR no variaron significativamente (p > 0,05)

durante la reactivacién de BoHV1 o BoHV5 (Tabla 3.8).

Tabla 3.8: Niveles de expresidn relativa de ARNm de los TLR en secciones de tejido neural de animales
latentemente infectados con BoHV1 y BoHV5 y en animales control (C) luego de la reactivacién inducida
por DXM.

SECCION DE TEJIDO NEURAL

CORTEZA OLFATORIA CORTEZA FRONTAL MEDULA CERVICAL
TLR BoHV1 BoHV5 C BoHV1 BoHV5 C BoHV1 BoHV5 C
3 0,60* 1,22 1 0,49 0,76* 1 0,88 1,17* 1
7 0,78 1,73 1 0,77 1,08 1 1,13 0,79 1
8 0,42 1,33 1 0,26* 0,66* 1 0,83 0,44 1
9 0,87 0,46 1 0,52 0,46 1 1,06 0,42 1

* Indica diferencia significativa con respecto al mismo tejido control sin infectar (p < 0,05).

Posteriormente a la determinacién de las variaciones en los niveles de
expresion de los TLR luego de la infeccion con respecto a los animales control, fue
importante establecer si se registraron variaciones entre los terneros infectados
con BoHV1 y BoHV5 una vez que el virus se reactiva de la latencia. Como se
muestra en la Figura 3.7, luego de la reactivacion inducida por DXM, se detectd
una disminucion significativa (p < 0,05) en la expresion de TLR3 en la corteza
frontal en terneros infectados con BoHV1 en comparacién con los terneros
infectados con BoHV5. Se observé una disminucion similar (p < 0,05) en la

expresion de TLR8 en el mismo sector de corteza cerebral durante la reactivacion
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de BoHV1. No se registraron diferencias en los niveles de expresidon de otros TLR y

en las demas secciones de tejido evaluadas (p > 0,05).
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Figura 3.7: Expresion relativa de ARNm de TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 en tejido nervioso de bovinos
infectados con BoHV1 y BoHV5 luego de 48 h de inducir la reactivacién con DXM. Las diferencias
estadisticamente significativas entre grupos infectados se indican con diferentes letras (p < 0,05).
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3.9. EVALUACION DE LA APOPTOSIS EN CULTIVOS CELULARES Y TEJIDO

NERVIOSO INFECTADOS CON BoHV1 Y BoHV5

Como se describio en Materiales y Métodos, para los estudios de apoptosis
se utilizaron las lineas celulares MDBK, BoTuR y Hela. Ademas de evaluar la cepa
97/613 de BoHV5 vy la cepa de referencia Cooper de BoHV1, a este analisis se
incorpord la cepa A663, recombinante natural entre BoHV1 y BoHV5 (BoHV5
nrecA663), cuyos sitios de recombinacién se localizan en el gen UL27 (gB)

(Maidanay col., 2017).

3.9.1. CAMBIOS MORFOLOGICOS NUCLEARES EN CULTIVOS CELULARES
INFECTADOS CON BoHV1 Y BoHV5
Para identificar cambios compatibles con el fendmeno de apoptosis, en
primer lugar se evalud la morfologia nuclear mediante tincién con DAPI. Mediante
esta técnica se observaron alteraciones consistentes con condensacion y
fragmentacién de la cromatina y presencia de cuerpos apoptéticos, que son
porciones de cromatina unidas a la membrana (Guo y col., 2009). Los nucleos
marginados y la condensacion de la cromatina se visualizaron facilmente en
células infectadas o tratadas con deoxinivalenol (DON), particularmente después

de 24 hpi. En este tiempo post-infeccion también se observaron cuerpos
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apoptoticos, los cuales fueron particularmente evidentes luego de la infeccidn con
la cepa BoHV5 nrecA663 (Figura 3.8). Por el contrario, los nucleos en células del

grupo control permanecieron uniformemente tenidos (Figura 3.8).

Figura 3.8: Imagenes representativas de cambios nucleares en células MDBK tefiidas con DAPI a las
24 h después de la infeccion o el tratamiento. A) BoHV5 97/613, B) BoHV1 Cooper, C) BoHV5
nrecA663, D) DMSO, E) DON, F) Control negativo. Magnificacidn: 200 x.
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Como se esperaba, los porcentajes de células con cambios morfoldgicos
nucleares observados a las 6 hpi fueron mds bajos en comparacién con los

porcentajes detectados a las 24 hpi (Figura 3.9).

A las 6 hpi, solo se detectaron cambios significativos (p < 0,05) en las células
BoTuR infectadas con la cepa BoHV5 nrecA663. En el grupo control de células
BoTur, la tincidn con DAPI también reveld un nimero significativamente mayor de
células con cambios nucleares con respecto a los controles sin infectar
correspondientes a las otras lineas celulares (p < 0,05) (Figura 3.9). No se
detectaron diferencias en el nimero de células con cambios morfoldgicos
nucleares luego de la infeccidon con cualquiera de las cepas virales o del
tratamiento con DON en las otras lineas celulares (p > 0,05). A las 24 hpi se

detectaron bajos porcentajes de células HelLa con cambios nucleares (Figura 3.9).
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Figura 3.9: Porcentaje de células con cambios nucleares después de 6 (A) o 24 (B) horas de infecciéon con BoHV1
y BoHV5 o tratamiento quimico de diferentes lineas celulares. Los experimentos se realizaron por triplicado.
Diferentes superindices indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre cultivos celulares para
cada cepa viral o tratamiento.
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Luego, como se muestra en la Tabla 3.9, se evaludé la magnitud de los
cambios nucleares inducidos por cada cepa viral en cada linea celular en particular
y a los mismos tiempos evaluados anteriormente. En las células MDBK, a las 6 hpi,
los porcentajes de cambios nucleares apoptdticos fueron significativamente
mayores (p < 0,05) después de la infeccidn con cualquiera de las cepas virales o
luego del tratamiento con DON/DMSO con respecto a las células del grupo
control. Sin embargo, no se detectaron diferencias entre tratamientos o cepas
virales (p > 0,05). Los porcentajes de cambios nucleares detectados en células
BoTur infectadas con BoHV1 Cooper y BoHV5 nrecA663 a las 6 hpi fueron
significativamente mayores (p < 0,05) que en las células control. Ademas, en esta
linea celular, los porcentajes de células con cambios morfoldgicos nucleares
observados luego de la infeccion con BoHV5 nrecA663 fueron significativamente
mas altos (p < 0,05) que los detectados en las células tratadas con DON. No se
registraron diferencias significativas (p > 0,05) entre células Hela sin infectar y

células infectadas o tratadas.
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Tabla 3.9: Porcentaje de células con cambios morfoldgicos nucleares a las 6 y 24 horas después de la
inoculacidn viral o del tratamiento.

CEPA VIRALY TRATAMIENTO CELULAR

CULTIVO BoHV5 BoHV1
nrecA663 DON DMSO CONTROL
CELULAR 97/613 Cooper
6 hpi
MDBK 68+0,8° 62+0,8° 79+07° 63+14° 6,7+2,5° 1,10+0,3°
BoTur 54+1,3 91+1,1° 76+09° 44+15 47+06° 2,40+0,3°
Hela 6,5+ 3° 56+0,7° 9,1%+57° 54+10° 6,1+39° 14+0,6°
24 hpi

MDBK 129+2,6° 96+25° 134+33° 14+3,7° 11+26° 43+15°
BoTur 9,6+4,1° 92+6,4° 17,6+2,8° 48+15  9,7+3° 2,3+2,5°
Hela 3,7+1,8° 66+26° 61+18 39+1,7° 51+18° 1,009

Se muestran las medias * el desvio estandar de tres experimentos independientes. Diferentes superindices
en la misma linea indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) para las cepas o tratamientos
quimicos en comparacion con células no infectadas y sin tratar para cada linea celular.

A las 24 hpi, el porcentaje de cambios nucleares en las células MDBK fue
significativamente mayor (p £ 0,05) en las células infectadas con cualquiera de los
virus en comparacién con las células no infectadas. Sin embargo, no se detectaron
diferencias entre las cepas (p > 0,05). El porcentaje de cambios apoptdticos
detectado en las células MDBK tratadas con DON fue solo significativamente
mayor (p < 0,05) que el observado en la infeccion por BoHV5 nrecA663 (Figura
3.9). La cepa BoHV1 Cooper mostré el mayor porcentaje de cambios apoptoéticos
en las células BoTuR (p < 0,05) con respecto a las otras cepas virales o

tratamientos. Ademas, el porcentaje de células con morfologia nuclear alterada en
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células BoTuR infectadas con BoHV1 Cooper fue significativamente mayor (p <
0,05) que el porcentaje registrado después de la infeccion por BoHV5 97/613 o
BoHV5 nrecA663. Por otra parte, se registraron porcentajes de células con
alteraciones nucleares significativamente mas altos para BoHV1 Cooper (p < 0,05)
con respecto a las células BoTuR sin infectar o tratadas con DMSO. Como se
describié anteriormente, a las 24 hpi, el porcentaje mdas bajo de cambios
apoptaoticos se detectd en las células Hela, independientemente de la cepa viral o
el tratamiento. Sin embargo, los cambios apoptéticos nucleares detectados en las
células infectadas con BoHV1 Cooper, BoHV5 nrecA663 o DMSO fueron
significativamente mayores (p < 0,05) en comparacion con las células no

infectadas o no tratadas.

3.9.2. REPLICACION DE LAS DISTINTAS CEPAS DE ALFAHERPESVIRUS
BOVINO EN LAS LINEAS CELULARES UTILIZADAS PARA EVALUAR
APOPTOSIS

Para determinar si los niveles de apoptosis pueden correlacionarse con los

niveles de replicacién de cada cepa viral, se evaludé la replicacion de los
alfaherpesvirus bovinos en los diferentes tipos de células utilizados en este

estudio. A las 6 hpi, no se registraron diferencias significativas en los titulos
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alcanzados por las distintas cepas en un cultivo celular en particular (p > 0,05). Sin
embargo, a las 24 hpi, se detectaron diferencias significativas (p < 0,05) en los
niveles de replicacidn viral en las células MDBK y BoTuR. En ambos tipos celulares,
el titulo de la cepa BoHV1 Cooper fue significativamente superior (p < 0,05) con
respecto a los titulos alcanzados por las cepas de BoHV5. El nivel de replicacidon
viral en las células Hela, las cuales son de origen humano, fue menor que en las

células de origen bovino, como se esperaba (Tabla 3.10).



Tabla 3.10: Porcentajes de células con cambios nucleares y titulos de las cepas de BoHV1 y BoHV5 en diferentes cultivos celulares a las 6 y 24

horas después de la inoculacion.

MDBK BoTur Hela
. % cambio ; . % cambio i . % cambio i .
Cepa viral Titulo viral Titulo viral Titulo viral
nuclear nuclear nuclear
6 hpi
BoHV1 Cooper 7.9+0.7° 3.95 +0.2° 7.6 +£0.9° 5.00 + 0.9° 9.1+5.7° 0.0+0.0°
BoHV5 nrecA663 6.2 +0.8° 3.80+0.9° 9.1+1.1° 3.60+0.7° 5.6+0.7° 1.5+2.1°
BoHV5 97/613 6.8+0.8° 3.60 + 0.4° 5.4 +1.3° 2.57+1.7° 6.5 + 3° 1.9 +2.7°
24 hpi
BoHV1 Cooper 13.4 +3.3° 7.5+1.1° 17.6 +2.8° 6.77 +1.7° 6.1+1.8° 3.90+0.8°
BoHV5 nrecA663 9.6 +2.5° 63+0.0° 9.2+6.4% 267+0.0° 6.6+2.6° 4.57 +0.1°
BoHV5 97/613 129+2.6° 6.8+0.1° 9.6 +4.1°* 3.10 £ 2.2° 3.7+1.8° 5.37+1.0°

Se muestran las medias * los desvios estandar de tres experimentos independientes. Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05). Los titulos virales se expresan como DICCsq /ml.



3.9.3. DETECCION DE CELULAS APOPTOTICAS MEDIANTE ENSAYO TUNEL

Los cambios en la morfologia nuclear son una manifestacion temprana
luego de la exposicién a un estimulo apoptdtico. Por otro lado, la tincion con
TUNEL es un indicador de apoptosis tardia. En este estudio, el porcentaje de
células TUNEL positivas solo se determind a las 24 hpi en células MDBK, el sustrato
estandar para el aislamiento y la propagacidon de los alfaherpesvirus bovinos
(Figura 3.10). A las 24 hpi, el nivel de células TUNEL positivas fue notablemente
mas alto después de la infeccion con la cepa BoHV1 Cooper (48,9%) en
comparaciéon con las células no infectadas (1,6%), tratadas con DON (22,1%) e

infectadas con BoHV5 (97/613: 6,25%, BoHV5 nrecA663: 3,9%).
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Figura 3.10: Imagenes representativas de células MDBK TUNEL positivas luego de la infeccion con
BoHV5 97/613 (A), BoHV5 nrecA663 (B), BoHV1 Cooper (C), células MDBK no infectadas (D) y
células MDBK tratadas con DON (E) a las 24 h post-inoculacion o tratamiento. Los experimentos se
realizaron por duplicado. Magnificacion: 200 x.



130

3.9.4. DETERMINACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Para este estudio se extrajo ADN de células MDBK, BoTuR y Hela infectadas

con las cepas virales durante 24 h. Como control negativo se utilizé6 ADN de células
no infectadas y como control positivo se intentd la induccidon de apoptosis con luz
ultravioleta a distintos tiempos de exposicién. Si bien en algunos ensayos
preliminares se observaron bandas correspondientes con fragmentos
oligonucleosomales, no fue posible obtener un adecuado control positivo en
todos los ensayos (poca repetibilidad entre pruebas). De todos modos, la
presencia de fragmentos indicativos de apoptosis en las células infectadas
tampoco fue claramente evidente, excepto en células MDBK infectadas con las
cepas Cooper y LA de BoHV1 donde se observaron algunas bandas leves de 200pb

(Figura 3.11).
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Figura 3.11: Fragmentacion del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. (A)
Células MDBK; calle 1) PM: marcador de peso molecular; 2) Células infectadas con BoHV1
Cooper; 3) Células infectadas con BoHV1 LA; 3) Células infectadas con BoHV5 97/613; 4)
Células infectadas con BoHV5 A663; 5) Control positivo; 6) Control negativo. (B) Células Hela;
calle 1) PM; 2) Células infectadas con BoHV1 Cooper; 3) Células infectadas con BoHV1 LA; 3)
Células infectadas con BoHV5 97/613; 4) Células infectadas con BoHV5 A663; 5) Control
positivo; 6) Control negativo. (C) Células BoTur; calle 1) PM; 2) Células infectadas con BoHV1
Cooper; 3) Células infectadas con BoHV1 LA; 3) Células infectadas con BoHV5 97/613; 4)
Células infectadas con BoHV5 A663; 5) Control positivo; 6) Control negativo.
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3.9.5. APOPTOSIS NEURONAL EN EL GANGLIO TRIGEMINO Y SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL DE TERNEROS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON BoHV1 Y BoHV5

La caspasa 3 es un ejecutor clave de la apoptosis. En las células, la caspasa 3
estd presente como una procaspasa inactiva que se activa por escision proteolitica

(Changy col., 2000).

En el GT de los terneros infectados con BoHV1 la mayoria de las neuronas
observadas por campo microscopico mostraron una clara tincion nuclear de
caspasa 3 escindida (Figura 3.12). Los GT de los terneros infectados con BoHV5
también mostraron neuronas teiidas positivamente. Sin embargo, la presencia de
células apoptéticas no fue tan evidente como en bovinos infectados con BoHV1.
En animales infectados con BoHV5, algunas neuronas mostraron una tincidn
perinuclear granular (Figura 3.13). No se detectaron neuronas apoptdticas en el
GT de los terneros no infectados (Figura 3.12). Por otro lado, la tincién positiva de
neuronas en tejido cerebral no fue claramente evidente, excepto en la corteza

frontal de un animal infectado con BoHV1 (Figura 3.13).
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Figura 3.12: Deteccién de caspasa 3 escindida en GT de bovinos infectados
experimentalmente con BoHV1 Cooper (A y B), BoHV5 97/613 (C y D) y Control negativo
(E). Magnificacion: 400 x (A —C), 200 x (D y E).
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Figura 3.13: Deteccidn de caspasa 3 escindida en cerebro de bovinos infectados
experimentalmente con BoHV5, corteza olfatoria — infeccién aguda (A); BoHV1,
Corteza Frontal — infeccion aguda (B); BoHV5, Corteza Frontal — Latencia (C); y Control
negativo (D). Magnificacion: 20X

3.10. EXPRESION DE CICLINAS EN TEJIDO NERVIOSO DE BOVINOS INFECTADOS

CON BoHV1Y BoHV5

Se observaron marcadas diferencias en los niveles de expresiéon de ARNm de

las ciclinas A2, B1 y E1 entre los tejidos de bovinos infectados y no infectados
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(Tabla 3.11). Estas diferencias fueron particularmente evidentes en GT en todas
las etapas del ciclo infeccioso. La ciclina B1 no se detecté en GT de terneros no
infectados. Durante la infeccidn aguda, los niveles de ARNm de las ciclinas A2y E1,
fueron significativamente mayores (p < 0,05) en GT infectados con BoHV1 vy
BoHV5 en comparaciéon con GT no infectados. La ciclina B1 no se detecté en GT
durante la infeccidén aguda. Ademas, en esta etapa se detectd una disminucion en
los niveles de ARNm de las ciclinas A2 y E1 en la corteza olfatoria (p < 0,05). En
esta etapa del ciclo infeccioso, también se observd un reduccion en la expresion
génica de las ciclinas E1 y B1 en la médula cervical de terneros infectados con
BoHVS5 (p <0,05) (Tabla 3.11). Curiosamente, en los GT infectados con BoHV1, los
niveles de ARNm de ciclina A2 y E1 fueron 23.7 y 2.6 veces mas altos,
respectivamente, que los niveles detectados en los GT infectados con BoHV5

(Figura 3.14). Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (p > 0,05).
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Figura 3.14: Expresion relativa de ciclinas A2, E1 y B1 en GT de terneros infectados con BoHV1 y BoHV5. Los
resultados representan la media de la magnitud de variacidn de los niveles de expresidn de las ciclinas A2, B1y E1
en el GT de terneros infectados con BoHV1 y BoHV5 sobre los niveles detectados en el mismo tejido de terneros no
infectados (grupo de control). *: diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)

Durante la infeccién latente con BoHV1 y BoHV5, se observé una
disminucion significativa (p < 0,05) en la expresion de ciclina A2 y E1 en la corteza
olfatoria y la médula cervical, detectandose un leve, aunque significativo aumento
(p £ 0,05) en la expresion de las ciclinas A2 y B1 en la corteza frontal y de las
ciclinas A2 y E1 en la corteza posterior. La expresion de ciclina B1 fue
significativamente mayor (p < 0,05) en la médula cervical de terneros infectados
con BoHVS5 (Tabla 3.11). Por el contrario, en esta etapa, se detecté un marcado
aumento en los niveles de ARNm de ciclinas A2 y E1 en GT de bovinos infectados
con BoHVS5. Los niveles de ciclina A2 y ciclina E1 fueron 114 y 85,7 veces mas altos,

respectivamente, en el GT infectado con BoHV5 en comparacion con el GT
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infectado con BoHV1 (p £ 0,05). A diferencia de la infecciéon aguda, se detectd la
expresion de ARNm de ciclina B1 durante la latencia de BoHV1 y BoHV5 (Tabla

3.11).

Incluso durante la reactivacion, aunque no se pudo cuantificar, se observo
un incremento en los niveles de ARNm de ciclinas A2, B1 y E1 en comparacidn con
la ausencia de expresion en GT de terneros no infectados (Figura 3.14). Ademas,
durante la reactivacion, se detectd una disminucién significativa (p < 0,05) en la
expresion del ARNm de ciclina A2 en la médula cervical y la corteza posterior de
animales infectados con BoHV1 y BoHV5. Durante esta etapa también se registré
un ligero aumento (p < 0,05) en los niveles de ciclina E1 y ciclina B1 en la corteza
frontal y médula cervical, respectivamente, de terneros infectados con BoHV5

(Tabla 3.11).
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Tabla 3.11: Expresion relativa de las ciclinas bovinas A2, E1 y B1 en el SNC de bovinos infectados con
BoHV1y BoHVS5.

TEJIDO INFECCION AGUDA LATENCIA REACTIVACION
Control BoHV1 BoHV5 Control BoHV1 BoHV5 Control BoHV1 BoHV5

co 1 0,01* 0,02 1 0,00*  0,00* 1 0,88 1,62
CICLINA CF 1 0,59 2,00 1 2,19 2,66 1 0,46 0,59
A2 cpP 1 0,90 1,38* 1 2,80* 8,30 1 0,08* 0,03*
MC 1 6,68 0,26* 1 0,20 0,07 1 0,06* 0,23
co 1 0,00* 0,02* 1 0,00*  0,00* 1 0,84 1,98
CICLINA CF 1 0,58 1,53 1 1,97* 3,98 1 2,13 3,98*
El cP 1 1,08 1,63 1 3,80* 26,05 1 1,08 0,71
MC 1 3,22 0,13* 1 0,03*  0,02* 1 0,11* 0,37
co 1 0,97 1,22 1 5,58* 3,89 1 1,25 0,64

CICLINA CF 1 1,19 2,68 1 4,52* 4,55 - + +

B1 cp 1 1,08 1,03 1 3,40 3,98 - + +
MC 1 7,32  0,69* 1 4,40  11,8* 1 0,11*  2,35*

Los resultados representan la media de los cambios en los niveles de transcripcién en las areas del sistema
nervioso central de bovinos infectados, sobre los niveles detectados en secciones de tejido de bovinos no
infectados, los cuales sirvieron como grupo control. CO: corteza olfatoria; CF: corteza frontal; CP: corteza
posterior; MC: medula cervical. (+): se detecta el gen en la muestra de tejido nervioso analizado; (-): no se
detecta el gen en la muestra de tejido nervioso analizado; (*): diferencia estadisticamente significativa (p <
0,05) con respecto al control no infectado para esa muestra de tejido.



139

3.11. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LINFOCITOS T CD8' EN SISTEMA

NERVIOSO CENTRAL Y GANGLIO TRIGEMINO

Ocasionalmente, algunas neuronas sensoriales en los GTs latentemente
infectados pueden expresar proteinas virales, las cuales actuarian como un
estimulo antigénico capaz de mantener un infiltrado crénico de células CD8"
durante la latencia (Feldman y col., 2002). En este estudio se analizé la presencia
de linfocitos T CD8" en tejido nervioso de terneros infectados experimentalmente
con BoHV1 y BoHV5, detectdndose algunos linfocitos T CD8" durante la infeccién
aguda, particularmente en proximidad de las neuronas del GT de terneros
infectados con BoHV1. Sin embargo, esto no fue claramente evidente en la
infeccidon por BoHV5. Tampoco se detectd la presencia de células citotdxicas en
tejido cerebral durante ningun estadio de la infeccion por ambos virus (Figura

3.15).



Figura 3.15: Iméagenes representativas de la deteccién inmunohistoquimica de linfocitos CD8" en
tejido nervioso de terneros infectados experimentalmente con BoHV1 y BoHV5. (A) GT, infeccién
aguda por BoHV1, (B) GT, infeccién aguda por BoHV5, (C) GT, ternero no infectado, (D) Corteza
Posterior, infeccién aguda por BoHV1 (E) Corteza Olfatoria, infeccién aguda por BoHV5, (F) Corteza
Posterior, ternero no infectado. Las flechas indican linfocitos CD8" en proximidad de las neuronas.
Magnificacién 20x
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3.12. EXPRESION DE PERFORINA Y ENZIMAS CITOLITICAS (GRANZIMAS A Y B) EN

TEJIDO NERVIOSO DURANTE LA INFECCION POR BoHV1 Y BoHV5

Las principales proteinas granulares de los linfocitos CD8" citotdxicos y de
las células NK son la perforina, una proteina disruptora de membranas y las
granzimas, una familia de serin proteasas estructuralmente relacionadas con
diversas especificidades de sustrato. La perforina es claramente un facilitador
esencial de la apoptosis mediada por granzimas. Las granzimas desencadenan
distintas vias apoptodticas en las células diana ya sea dependientes o no de las

caspasas (Trapani y Smyth 2002; Smyth y col., 2005).

Durante la infeccién aguda ocasionada por BoHV1 y BoHV5 no se detect6 la
expresion de perforinas en las muestras de tejido analizadas, mientras que
durante la latencia se detectd expresion de perforina en la corteza posterior de
animales infectados con BoHV1 pero no en animales infectados con BoHV5
(ANEXO — Figura 6.4). En el periodo de reactivacion la expresidn de perforina fue
evidente en la corteza olfatoria y el GT de animales infectados con BoHV5, aunque
no se detectd en ningun sector del tejido nervioso de los animales infectados con
BoHV1. En los animales no infectados no se detectd la expresion de perforina

(Tabla 3.12).
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Tabla 3.12: Expresion de ARNm de perforina en tejido nervioso bovino durante la infeccion aguda,
latencia y reactivacion del BoHV1 y BoHV5.

PERFORINA
co CF cP MC GT
INFECCION BoHV1 - - - i _
AGUDA BoHV5 - - i, ; i
BoHV1 - - + _ _
LATENCIA
BoHV5 - - i, i i
) BoHV1 - - - B _
REACTIVACION
BOHV5 + o - - o

Control - - - - -

CONTROL
Control + DXM

CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula cervical, GT: Ganglio
Trigémino. +: se detecta expresidon del gen en la muestra de tejido nervioso analizado. -: no se detecta
expresion del gen en la muestra de tejido nervioso analizado.

No se detectd expresion de granzima A en tejido nervioso durante
ninguna etapa de la infeccién por BoHV1 o BoHV5 ni en tejido nervioso de

bovinos no infectados (Tabla 3.13)(ANEXO — Figura 6.5).
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Tabla 3.13: Expresion de granzima A en tejido nervioso bovino durante la infecciéon aguda, latencia 'y
reactivaciéon del BoHV1 y BoHV5.

GRANZIMA A
co CF cP MC GT
INFECCION BoHV1 - - - i _
AGUDA BoHV5 - - i, ; ;
BoHV1 - - - - _
LATENCIA
BoHV5 - - ; ; i
. BoHV1 - - B - _
REACTIVACION
BoHV5 = = - _ _
Control - - - - _

CONTROL
Control + DXM - = - - -

CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula cervical, GT: Ganglio
Trigémino. +: se detecta expresidon del gen en la muestra de tejido nervioso analizado. -: no se detecta
expresion del gen en la muestra de tejido nervioso analizado.

La expresidon de granzima B durante la infeccién aguda con BoHV1 o BoHV5
no fue evidente en los sectores de tejido nervioso analizados. Sin embargo,
durante la latencia se detectd la expresidon de granzima B en muestras de tejido de
corteza olfatoria, corteza posterior y médula cervical de animales infectados con
BoHV5, en tanto que durante la reactivaciéon de BoHV1 y BoHV5 se observo la
expresion de granzima B en las muestras de corteza olfatoria, corteza frontal y
corteza posterior y en el caso de BoHV5 ademas se detecté expresion en la
médula cervical. No se detectd la expresion de granzima B en tejido nervioso de

los terneros no infectados (Tabla 3.14).
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Tabla 3.14: Expresion de granzima B en tejido nervioso bovino durante la infeccién aguda, latencia y
reactivacion del BoHV1 y BoHV5.

GRANZIMA B
co CF (o[ MC GT
INFECCION BoHV1 - - - B _
AGUDA BoHV5 - - i, ; i
BoHV1 - - - - _
LATENCIA
BoHV5 + - + + i
. BoHV1 + + - _
REACTIVACION
BoHV5 + + + ;
Control - - - - _

CONTROL

Control + DXM

CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula cervical, GT: Ganglio
Trigémino. +: se detecta expresion del gen en la muestra de tejido nervioso analizado. -: no se detecta
expresion del gen en la muestra de tejido nervioso analizado.



4-DISCUSION Y CONCLUSIONES
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El BoHV1 y el BoHV5 son alfaherpesvirus que afectan al ganado bovino. Al
BoHV1 se lo asocia tradicionalmente con trastornos respiratorios, genitales y
abortos, aunque también ocasionalmente puede causar cuadros neurolégicos. Por
otro lado, el BoHV5 es el agente viral mas comuUnmente asociado con
meningoencefalitis en terneros. Sin embargo, cuando se producen alteraciones
neuroldgicas ocasionadas por BoHV1, los cuadros clinicos son indistinguibles y
solo los métodos de diagndstico basados en técnicas moleculares permiten la
diferenciacion del agente causal. Actualmente se desconoce por qué estos
alfaherpesvirus que estan estrechamente relacionados difieren en su
neuroinvasividad y en su potencial neuropatogénico. Es probable que la infeccion
producida por cada uno de estos virus desencadene distintos mecanismos
moleculares en el hospedador y que esto sea, al menos en parte, responsable por
las diferencias en patogenicidad. En el caso del BoHV5 estos aspectos moleculares
no han sido tan extensivamente estudiados como en el caso de BoHV1. En este
trabajo se analizan algunos mecanismos y procesos bioldgicos clave que
permitirian comprender por qué estos alfaherpesvirus que son genética y
antigénicamente tan similares difieren en su neuropatogenicidad. Esto resulta

relevante desde el punto de vista diagndstico y para el establecimiento de
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medidas de control y erradicacion, particularmente en aquellas regiones donde

ambos virus co-existen.

En este estudio se utilizaron muestras de tejido nervioso provenientes de un
estudio previo en el que se utilizaron terneros inoculados experimentalmente
mediante aerosolizacién intranasal con BoHV1 y BoHV5 utilizando indculos virales
gue permiten reproducir los distintos estadios de la infeccion. Los resultados del
aislamiento viral en secreciones nasales y oculares y los datos seroldgicos
confirman que fue posible reproducir las etapas de infeccion primaria aguda,
latencia y reactivacién luego de la administracién de DXM y han sido previamente

publicados (Favier y col., 2014; Burucua y col., 2019).

Las lesiones macroscopicas y microscopicas observadas durante la infeccidn
aguda fueron leves tanto en los animales inoculados con BoHV1 como BoHV5.
Aunque es frecuente el hallazgo de lesiones cerebrales severas, como malacia,
particularmente en la infeccion por BoHV5, también existen reportes de cuadros
neuroldgicos naturales (Hill y col., 1984; Salvador y col., 1998; Rissi y col., 2008) y
experimentales (Narita y col., 1976; Belknap y col., 1994) en los que no se
observan alteraciones significativas. Rissi y col. (2008) identificaron al BoHV1

como responsable de 4/11 casos de meningoencefalitis en bovinos del sudeste de
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Brasil. Al igual que para BoHV5, los autores describen en algunos animales la
presencia de signos neuroldgicos en ausencia de lesiones histoldgicas, lo cual
también es consistente con los hallazgos de Cagnini y col. (2015) en una
inoculacion experimental de terneros por via intranasal con un inoculo de
caracteristicas similares al utilizado en este trabajo. Del mismo modo, en una
inoculacién experimental de terneros con las cepas Cooper y Los Angeles de
BoHV1, Marin y col. (2016b) demostraron que ambas cepas se replicaron en el
sistema nervioso alcanzando titulos mas elevados que los descriptos para BoHVS5.
Ademas, la diseminacion viral ocasiond lesiones microscépicas aunque no se
observaron signos clinicos. Ambas cepas de BoHV1 se aislaron de las muestras de
tejido nervioso obtenidas a la necropsia. En este estudio los hallazgos
histopatolégicos en el SNC de terneros infectados con BoHV1 o BoHV5 fueron
leves aunque resultaron mas evidentes en la infeccién por BoHV5, con lesiones
compatibles con meningoencefalitis no supurativa. Sin embargo, en GT Ia
presencia de lesiones microscopicas, particularmente la presencia de infiltrado
mononuclear fue mas evidente en terneros con infeccion aguda por BoHV1. La
ausencia de lesiones importantes en GT durante la infeccién por BoHV5 también

ha sido previamente reportada (Rissi y col., 2008; Cagniniy col., 2015)
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Los herpesvirus tienen ciclos de replicacidon cortos produciendo un efecto
citopatico caracteristico en cultivos celulares (Kahrs y col., 1977). En esta etapa
aguda de infecciéon BoHV1 y BoHV5 se aislaron en secreciones nasales y oculares.
Ademas, algunos animales seroconvirtieron, aunque la eutanasia a los 6 dpi
resulta un periodo muy corto para determinar seroconversion en todos los
animales inoculados. En este estudio, el BoHV1 se aisld de todas las muestras de
tejido nervioso de los animales en etapa de infeccidn aguda. Sin embargo, no fue
posible aislar al BoHV5 del SNC de ninguno de los animales inoculados. En
coincidencia con estos resultados, existen numerosos reportes que sefalan las
dificultades para el aislamiento de BoHV5 tanto en bovinos (Carrillo, 1982; Cascio
y col., 1999; Pérez y col., 2002, 2003) como en el modelo en conejos (Flores y col.,
2009). Esto se deberia particularmente a los bajos titulos virales alcanzados en los
distintos sectores del sistema nervioso (Belknap y col., 1994; Ashbaugh y col.,
1997). Del mismo modo, Meyer y col. (2001) seialan que no siempre los casos
clinicos de meningoencefalitis se correlacionan con titulos virales elevados en

SNC.

En los animales que recibieron una dosis viral baja para inducir latencia,

BoHV1 se aislé en secreciones nasales hasta los 11 dpi, mientras que la excrecién
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de BoHV5 se detectd hasta los 18 dpi. Estudios previos también demostraron que
la excrecién de BoHV5 ocurre por periodos mas prolongados (17-21 dias) que en
el caso de BoHV1 (12-14 dias) (Pérez y col., 2002; Vogel y col., 2003; Flores y col.,
2009), por lo cual la transicidn entre la infeccién aguda y el establecimiento de
latencia ocurre mas tardiamente para BoHV5. Como era esperado, una vez
establecida la latencia el virus no se recuperd de ningun tipo de secreciones ni de
tejidos obtenidos a la necropsia y tampoco se observaron signos clinicos, aunque
se detectaron lesiones microscopicas leves en SNC y GT. Se observd
seroconversion en los animales del grupo latentemente infectado, demostrando

que se logrd establecer la infeccidon con el indculo viral de dosis baja utilizado.

Por otro lado, en los animales latentemente infectados que recibieron DXM
para inducir la reactivacién viral, tanto BoHV1 como BoHV5 se aislaron en
secreciones nasales y oculares, aunque los titulos de BoHV1 fueron 2,5 a 3 veces
inferiores que en el caso de BoHV5. Estos resultados estarian en concordancia con
la reactivacion mas eficiente descripta para BoHV5 (Pérez y col., 2002; Vogel y col.,
2003), la cual a diferencia de BoHV1, suele ocurrir en presencia de signos clinicos
leves tanto en bovinos (Pérez y col., 2002) como en conejos (Caron y col., 2002).

Se ha sefialado que la reactivacion y el aislamiento viral a partir de secreciones
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dependen de la duracién de la replicacién inicial en el sitio de entrada al
organismo (Whetstone y col., 1992), lo cual es coincidente con la deteccién de
BoHVS5 en secreciones durante un periodo de tiempo mas prolongado que BoHV1.
Las lesiones macroscdpicas y microscopicas observadas fueron leves para ambos
grupos infectados que recibieron DXM. Al igual que en el grupo asignado al
estudio de latencia, los animales inoculados a los cuales se les administré DXM

también seroconvirtieron.

En resumen, estos resultados demuestran que se logrd reproducir los
distintos estadios de infeccion de BoHV1 y BoHV5 en los terneros inoculados. Las
muestras obtenidas a la necropsia de dichos grupos y de los animales no

infectados se procesaron para las determinaciones que se detallan en esta tesis.

Debido a las dificultades en la deteccion de BoHV5 mediante aislamiento
viral se determiné la distribucidon del genoma de ambos virus en sistema nervioso
mediante PCR en Tiempo Real-HRM, lo cual permitié determinar la presencia de
BoHV5 en corteza frontal, médula cervical y GT durante la etapa de infeccidn
aguda. Sin embargo, al igual que lo observado con los resultados de aislamiento
viral, el genoma de BoHV1 tuvo una distribucién mdas amplia en el tejido nervioso.

Por el contrario, durante la infeccidn latente sélo el genoma de BoHV5 se detecté
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en SNC mientras que el ADN de BoHV1 solo fue detectable en GT. Hallazgos
similares fueron descriptos por Flores y col. (2009) en conejos latentemente
infectados. Por lo tanto, este estudio también contribuye a reafirmar que el

BoHVS5 establece infeccidn latente en diversos sectores del SNC ademas del GT.

En los animales que recibieron DXM para inducir la reactivacion, la
distribucion del genoma del BoHV5 alcanzd todo el SNC, a diferencia de los
animales inoculados con BoHV1 en los cuales la distribucién del genoma estuvo
restringida a determinados sectores, aunque en ambos casos esto no fue
consistente entre los animales infectados en cada grupo. Cagnini y col. (2015)
obtuvieron resultados similares en la etapa de infecciéon aguda, donde no fue
posible establecer un patrén especifico de la distribucion del ADN de BoHV5 en
SNC. Por el contrario, Vogel y col. (2003) describen un patrén en la distribucién del
genoma viral, siendo la corteza dorso-lateral y posterior frecuentemente
negativas a la PCR durante la infeccion aguda y PCR positivas durante la

reactivacion, junto con la corteza frontal y médula.

En cuanto a los sectores del SNC que contienen genoma del BoHV5, Vogel y

col. (2003) también observaron una mayor distribucién del ADN viral en el tejido
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nervioso de terneros experimentalmente infectados que recibieron DXM con

respecto a la infeccién aguda.

Durante la infeccion productiva, los genes de los alfaherpesvirus se
expresan en una cascada altamente regulada. Los genes inmediatos tempranos
(IE) son estimulados por una proteina del tegumento viral (bTIF), que interactua
con factores de transcripcion celular y se une a los promotores de los genes IE
para activar la transcripciéon (Wirth y col., 1992). Los genes IE mas importantes son
bICPO, bICP4 y bICP22. Luego se activan los genes tempranos (E) que participan
fundamentalmente en la replicacion del ADN viral y posteriormente los genes

tardios (L) dan origen a las proteinas estructurales del virion.

Si bien se asume que la cascada de expresidon de genes en tejido neural es
similar a lo que ocurre en células no neurales, las caracteristicas de las células
nerviosas determinan que exista el potencial de que la cinética de expresion
génica no sea idéntica. Por otro lado, los estudios controlados in vitro permiten
conocer ciertas propiedades e interacciones entre los genes virales, aunque no

siempre es posible asociarlos con lo que podria ocurrir en el individuo infectado.
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En este trabajo, no se detectd expresidon génica viral en tejido nervioso
durante la infeccidn primaria aguda de terneros infectados con BoHV1 o BoHV5
aungue se confirmd que la expresion de GAPDH era adecuada. En la literatura no
existen estudios de la cinética de expresidon génica viral en tejido nervioso,
excepto por algunos estudios particulares en GT, por lo cual resulta dificil analizar
comparativamente los hallazgos de este trabajo. bICP4 es el activador mas
potente de los genes E y L (DeLuca y col., 1985) y represor de su propia actividad y
del promotor de bICPO. Su homdlogo en HSV1, ICP4 es abundantemente
expresado en cultivos celulares. Sin embargo, la informacidn respecto a los niveles
de expresidon de ICP4 o bICP4 en tejidos infectados, particularmente en cerebro, es
escasa. Del mismo modo, durante esta etapa de la infeccién no se detectd la
expresion de genes E y L. De acuerdo a Godowski y Knipe (1986) la expresion de
ICP4 cesa a las 4 horas de iniciada la infeccion productiva in vitro y esta inhibicidon
es dependiente del gen E, ICP8. Schang y Jones (1997) analizaron los transcriptos
virales en GT de bovinos infectados experimentalmente con BoHV1 y demostraron
gue la transcripcion de los genes IE no es eficiente en este tejido. Por ejemplo, la
expresion de genes IE se detectd solo luego de que se produjo un incremento

considerable en la cantidad de copias de genoma viral y luego de la deteccidn de
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genes E entre los 2 y 4 dpi, lo cual sugiere que la expresion de los genes IE no
alcanza niveles detectables mediante RT-PCR. Estos autores tampoco detectaron
los genes de ribonucledtido reductasa y TK, de cinética temprana a los 15 dpi e
indicaron que no fue posible detectar consistentemente la expresiéon de gC en GT,
lo cual es consistente con los hallazgos de este estudio con respecto a la deteccién

de gD de BoHV1 y gB de BoHV5 durante la infeccidn aguda.

La latencia de los alfaherpesvirus se caracteriza por un abundante nivel de
transcripcion del gen relacionado a la latencia (LR) (Jones, 1998, 2003) y del ORF-E
(Inmany col., 2004) y no se detecta la expresidon de genes IE o E. Se ha establecido
gue los productos del gen LR promueven el establecimiento de la latencia al
inhibir la apoptosis (Ciacci-Zanella y col.,, 1999; Henderson y col., 2004) y la
expresion génica viral (Bratanich y col., 1992; Geiser y col., 2002). Por otro lado, el
ORF-E, que solo es expresado por BoHV1, colaboraria en el establecimiento
eficiente de la latencia al inducir el crecimiento de neuritas (Pérez y col. 2007),

facilitando la restauracion de las funciones neuronales después de la infeccién.

Feldman y col. (2002) determinaron la existencia de algunas neuronas que
expresan transcriptos del ciclo litico del HSV1 en ganglios murinos latentemente

infectados. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que cuando se analiza la
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expresion de genes virales mediante técnicas convencionales como la RT-PCR, la
deteccion de la expresiéon moderada de un solo gen viral en unas pocas células
puede malinterpretarse facilmente como expresion de bajo nivel en todas las
células infectadas. En este sentido, Kramer y Coen (1995) en un estudio sobre la
latencia de HSV1 detectaron la expresidn transitoria o de baja frecuencia de ICP4,
lo cual conduciria a la transcripcion de TK durante esta etapa. Aunque en esta
tesis no se detectd la expresion de bICP4, en terneros latentemente infectados
con BoHV5 se detectd la expresion del gen TK en todos los sectores del SNC
evaluados y se detectaron genes tardios en la corteza cerebral y en GT durante la
latencia de BoHV5 y BoHV1, respectivamente lo cual permite asumir que en este
estadio existe cierto nivel de expresion de genes IE que iniciarian la cascada de

expresion génica.

Dada la importancia de la reactivacion en el mantenimiento de BoHV en la
naturaleza y a las implicancias clinicas de la reactivacion de HSV1, los estudios que

analizan el inicio de la infeccidn productiva en esta etapa son mas abundantes.

Como se menciond, durante la reactivacidon de la latencia, los eventos mas

significativos son el re-establecimiento de la infeccién viral productiva, la
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disminucién de la expresion del gen LR y la re-excrecion nasal y/u ocular de virus

infeccioso (Jones, 1998, 2003; Jones y col., 2006).

Tal-Singer y col. (1997) demostraron que la expresion de genes virales
durante la reactivacion de la latencia de HSV1 difiere de la cascada de expresion
gue ocurre en la infeccion productiva y sugirieron que las observaciones obtenidas
in vitro no reflejarian exactamente lo que ocurre in vivo. Por ejemplo, Workman y
col. (2009) demostraron que el promotor E de bICPO se activa durante la
reactivacion pero no el promotor IE de este gen o de bICP4, lo cual podria explicar

la ausencia de deteccion de este ultimo gen en nuestro estudio.

En el afio 2013, da Silva y col. demostraron que el promotor de la unidad de
transcripcion inmediata temprana 1 (IEtul) que conduce la expresién de bICPO y
bICP4 (Wirth y col., 1992) contiene GREs. A través de estos receptores la
estimulacidon con glucocorticoides induce la expresidon de genes virales y por lo

tanto la infeccién productiva (Kook y col., 2015).

En este estudio, durante la etapa de reactivacidn no se detecto la expresion
de genes IE o E en tejido nervioso de bovinos infectados. Solo se detectd la

expresion de gD en la corteza olfatoria de los terneros infectados con BoHV1.
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Estudios de da Silva y col. (2013) demostraron que en cultivos celulares la gD de
BoHV1 se expresa relativamente temprano luego de la infeccidn, con una cinética
compatible con los genes tardios L1 o yl1. Sin embargo, en el mismo estudio,
utilizando GT de bovinos infectados experimentalmente y tratados con DXM, la
expresion de gD o gC no fue evidente, lo cual es consistente con los resultados de
este estudio con respecto a la expresion de genes tardios en GT. De acuerdo a
Rock y col. (1992) la mayoria de las neuronas no producen virus infeccioso ante un
estimulo reactivante porque carecerian de factores necesarios para iniciar la
infeccidon productiva, y por lo tanto permanecen latentemente infectadas. Los
resultados de este trabajo y en coincidencia con da Silva y col. (2013) sugieren que
la expresion de genes tardios es un evento clave para que se logre la infeccidon
productiva en esta etapa, en la cual se deberian alcanzar niveles de expresion

génica y proteica adecuados para la produccién de virus infeccioso.

Dado que en este estudio la reactivacion fue evidente a partir de los titulos
virales alcanzados en secreciones, particularmente para BoHV5, es probable que
la sensibilidad de las PCRs utilizadas en este estudio no sea adecuada para
detectar los niveles de expresion alcanzados por los transcriptos en tejidos. Seria

importante evaluar la expresion génica mediante un método cuantitativo y
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sensible como la gRT-PCR y analizar mas de un gen interviniente en cada etapa de
la cascada de expresién dada la relevancia que tiene la interaccidon entre los
distintos genes en la progresién de la infeccién (Samaniego y col., 1995). Uno de
los factores mas importantes que puede determinar el destino de la infeccidn viral
es la respuesta inmune innata. Aunque el rol primordial de la respuesta inmune es
detener la invasion de los patdégenos también se ha demostrado que cuando la
misma es exacerbada puede ocasionar alteraciones patoldgicas. En base a las
diferencias en la neuropatogenicidad del BoHV1 y BoHV5, es posible asumir que la
respuesta inmune puede desempefiar un rol preponderante en el desarrollo de
estas infecciones. La respuesta inmune innata desencadenada a partir de la
estimulacion viral de los TLR es una de vias moleculares que se analizaron en este

estudio.

El papel de los TLR en el reconocimiento de patdégenos ha sido ampliamente
reconocido. Sin embargo, sélo se conocen parcialmente los mecanismos inmunes
gue participan en el control de estos patdgenos después de la estimulacion de los
TLR, particularmente en el caso de enfermedades animales. En este estudio, se
analizaron las variaciones en los niveles de expresiéon de los TLR en el SNC después

de la infeccion por BoHV1 y BoHV5 en relacion a los niveles detectados en los
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animales no infectados. Luego, se establecieron comparaciones en los niveles de
ARNm de los TLR entre bovinos infectados con BoHV1 y BoHV5 para determinar si
es posible asociar un patréon de expresion de estos receptores con la patogénesis
de cada virus en el tejido neural. Con la excepcion del TLR9, se detectd una
regulacion positiva significativa de los demds TLR analizados después de la
infeccidn primaria del tejido nervioso por ambos alfaherpesvirus bovinos. Por otro
lado, las etapas de infeccidon aguda y reactivacion se caracterizaron por un patron

de expresion de TLR distinguible para cada virus.

El HSV1, que comparte propiedades biolégicas con BoHV1 y BoHV5, causa
encefalitis severa en humanos. Zhang y col. (2007) demostraron que una
deficiencia de TLR3 en el SNC se correlaciona con el desarrollo de la enfermedad
neuroldgica causada por HSV1. Los autores sugirieron que la deficiencia del TLR3
esta asociada con un control ineficiente del virus en el cerebro, lo que lleva a la
persistencia del virus en este tejido y a una alta tasa de encefalitis debido a la
reactivacion viral. Al contrario de estos estudios con HSV1, se ha demostrado
previamente una regulacidon positiva de los niveles de ARNm del TLR3 en la
corteza cerebral dorso-lateral después de la infeccién experimental de terneros

con BoHV5 (Marin y col., 2014b). Del mismo modo, en el presente estudio, se
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detectd una regulacion positiva del TLR3 en todas las regiones del SNC evaluadas.
Es importante destacar que el mayor aumento en los niveles de TLR3 se detectd
en la médula cervical de terneros infectados con BoHV1 y, en menor medida, en el
mismo tejido de los animales infectados con BoHV5. Por lo tanto, los resultados
de este estudio demuestran consistentemente que existe una participacién del
TLR3 en la respuesta inmune innata a la infeccién del SNC por ambos
alfaherpesvirus. Las diferencias significativas en los niveles de ARNm del TLR3
entre los terneros infectados con BoHV1 y BoHV5 solo fueron evidentes en la
corteza olfatoria, el sitio donde se inicia la invasion viral del cerebro durante la
infeccidon primaria aguda (Pérez y col., 2002). Sin embargo, es evidente que la
estimulacion del TLR3 no fue suficiente para detener la diseminacion de BoHV1 o
BoHV5 en el cerebro ya que se detectd la replicacidn del virus y/o la presencia del
genoma viral en las diferentes areas del tejido nervioso analizadas. Por el
contrario, se ha demostrado que HSV1 se replica mas eficientemente en neuronas
deficientes en TLR3, donde la produccidn de IFN tipo | se ve afectada (Lim y col.,
2014). Por lo tanto, los resultados de este estudio también demuestran que la
modulacion de los TLR en la infeccion por alfaherpesvirus, al menos en el tejido

neural, puede desencadenar distintos eventos. En coincidencia con nuestros
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hallazgos, también se ha demostrado que existe una regulacidon positiva de los
niveles del TLR3 durante la infeccidn por el virus del Nilo Occidental (VNO) (Wang
y col., 2004) y la encefalitis inducida por los virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) y de los simios (VIS) (Suh y col., 2009). En estos casos, la estimulacion del
TLR3 seria responsable de la respuesta inflamatoria en el SNC. Por otro lado, Daffis
y col. (2008) también demostraron que en ratones infectados experimentalmente,
el TLR3 podria favorecer la patogénesis del VNO en algunos casos o proteger al
hospedador de la diseminacién del virus y la encefalitis en otros. Sin embargo, se
puede inferir de acuerdo con los resultados obtenidos, que el papel del TLR3 en la
infeccion del SNC por los alfaherpesvirus bovinos es diferente a la observada en la

encefalitis por HSV1 en humanos.

Los resultados de este trabajo también proporcionan evidencia de un rol
para los TLR7 y TLR8 en la enfermedad neurolégica causada por los
alfaherpesvirus bovinos. Durante la infeccion aguda por BoHV5 y BoHV1, los
niveles del TLR7 se mantuvieron elevados con respecto a los niveles de expresidon
encontrados en animales no infectados en todas las secciones del cerebro,
excepto en la corteza posterior de terneros infectados con BoHV1. Marin y col.

(2014a) demostraron que los niveles de ARNm del TLR7 aumentan
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significativamente en leucocitos de sangre periférica de los bovinos después de la
infeccion con BoHV1 y BoHV5. Ademads, el tratamiento con Imiquimod, un

agonista de los TLR7/8, reduce la replicacion viral.

En general, en este estudio se determiné que los niveles de los TLR3, 7y 8
son significativamente mas elevados en la corteza olfatoria de terneros infectados
con BoHV1 y solo el TLR7 aumenta en esta regidon del cerebro en los animales
infectados con BoHV5. Este incremento en la expresidn de los TLR puede ser
responsable de la restriccidon en el acceso de BoHV1 al SNC. Por otro lado, como se
describid previamente, se ha reportado la dificultad en el aislamiento de BoHV5 a
partir de muestras de tejido neural (Belknap y col., 1994; Pérez y col., 2002) y esto
probablemente se deba a los bajos titulos virales alcanzados en este tejido
(Belknap y col., 1994). De acuerdo con nuestros resultados, también se puede
especular que la estimulaciéon del TLR7 durante la infeccidon viral aguda esta
conduciendo a una retroalimentacion negativa en la replicacidon del virus en el
SNC, como lo han demostrado Baker y col. (2013) en estudios con el virus Langat,
un miembro del serocomplejo del virus de las encefalitis transmitidas por

garrapatas. Los autores sugirieron que el TLR7 podria no tener influencia en la
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neurovirulencia de este virus, aunque podria desempenar un papel directo en la

reduccion de la carga viral en el cerebro.

En contraste con los hallazgos durante la infeccion aguda, los niveles de los
TLR3 y TLR8 se redujeron significativamente durante la reactivacion del virus.
Estos hallazgos eran previstos ya que la replicacidon del virus durante los episodios
de reactivacion deberia ser menor y compatible con la supervivencia neuronal. Por
lo tanto, la estimulacidon de los TLR no deberia verse seriamente afectada en esta
etapa. No obstante, la regulacion negativa de los TLR7/8 durante la reactivacién
viral podria favorecer la diseminacidn, particularmente de BoHV5 a otras regiones
del sistema nervioso, en coincidencia con Vogel y col. (2003), quienes como se
describié previamente, indicaron que la reactivacion del BoHV5 resulta en el

establecimiento de la infeccion latente en sitios adicionales del cerebro.

En este trabajo no fue posible demostrar una funcién para el TLR9 en la
encefalitis inducida por los alfaherpesvirus. En estudios previos se reporté que los
niveles de ARNm del TLR9 aumentan en el GT durante la infecciéon por BoHV5
(Marin y col., 2014b). Sin embargo, segun los resultados de este estudio, este

receptor no se ve particularmente afectado por la infeccidn viral del SNC.
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En cuanto a la expresidn de los TLR en la médula cervical no se pueden
establecer aun conclusiones significativas. Sin embargo, es evidente que la

estimulacion viral de los TLR ocurre en este tejido.

En general, los resultados de este estudio demostraron que la infeccion del
sistema nervioso por los alfaherpesvirus bovinos estimuld la expresién de los

TLR3, TLR7 y TLR8 y no modificd significativamente la expresion de TLRO.

No se detectaron diferencias importantes en los patrones de expresion de
los TLR durante la infeccidon del SNC por BoHV1 o BoHV5. Sin embargo, algunas
diferencias notables en los niveles de expresion del ARNm de los TLR se
observaron durante la infeccion aguda y la reactivacion, lo cual proporciona
evidencias de que la respuesta inmune innata puede estar involucrada en las
manifestaciones clinicas observadas en cada etapa. No obstante, se requeriran
mas estudios para analizar los mecanismos que inician la activacion de los TLR y la
cascada de sefalizacion mediada por cada uno de estos receptores para dilucidar
el papel preciso que cada uno desempefia en la encefalitis ocasionada por los

alfaherpesvirus bovino.
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Ademas, en este estudio fue posible determinar que la magnitud en la
variacion de la expresion de los TLR se correlaciona con las manifestaciones
clinicas que se pueden observar en cada etapa del ciclo infeccioso de los

alfaherpesvirus bovinos.

Los mecanismos de muerte celular constituyen otro factor relevante en la
patogénesis de las infecciones virales dado que pueden ser inhibidos o

estimulados de acuerdo a la estrategia viral y a la etapa del ciclo infeccioso.

La respuesta mediada por linfocitos T CD8" es importante en la inmunidad
contra las infecciones ocasionadas por herpesvirus. Estas células serian
importantes para prevenir la reactivacion de la infeccidon latente y también

contribuirian a la resolucidn de la etapa aguda de infeccién (Liu y col., 2000).

Hart y col. (2017) demostraron que los productos de los genes IE,
particularmente bICP4, bICP22 y bcirc serian los blancos dominantes de la
respuesta de las células T CD8" durante la infeccion por BoHV1. No existe
informacion respecto a los mayores determinantes antigénicos reconocidos por
las células citotéxicas en la infeccidon por BoHV5. En este estudio, sélo se analizé la

expresion de bICP4 y no fue posible detectarlo en ninguna etapa de la infeccion
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por BoHV1 o BoHV5. También se debe destacar que las proteinas IE de BoHV5 son
menos conservadas con respecto a BoHV1 (Delhon y col., 2003; Thiry y col., 2006),
por lo cual en este caso no es posible establecer comparaciones que puedan ser
validas y se requeriran estudios respecto a los antigenos reconocidos por las
células CD8" durante la infeccidn por BoHV5. La presencia de linfocitos T CD8"
activados es detectable durante la latencia de HSV1, indicando que existe al
menos una baja expresion de antigenos virales (Feldman y col., 2002), proceso
gue se conoce como “reactivacion molecular espontanea”. Esta expresion
antigénica viral persistente mantiene una respuesta de las células T CD8" que sirve
para proteger a las neuronas de la accién viral (Liu y col., 2000). Este efecto
protector estaria mediado por el IFN-y producido por las células T CD8 (Liu y col.,
2001). Por otro lado, mediante procesos inhibitorios, las neuronas no son
destruidas por la accidn citolitica mediada por la liberacién de granulos por parte
de los linfocitos T CD8" (Suvas y col., 2006). En la infeccidn de terneros con BoHV1,
se detectan focos de linfocitos infiltrantes durante la infeccion aguda. Se ha

descripto que unas pocas células en el GT de los terneros infectados de forma

latente con BoHV1 expresan transcriptos y proteinas virales lo que sugiere que la
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reactivacion molecular espontanea también ocurre durante la latencia de BoHV1

(Winkler y col., 2002).

En este trabajo sélo se evidenciaron claramente algunas células CD8" en GT
de los terneros infectados en forma aguda con BoHV1 y fueron menos evidentes
en el GT de los bovinos infectados con BoHV5. Dado lo reportado previamente, es
posible que estos linfocitos reconozcan productos génicos no analizados en este

estudio.

El SNC es vulnerable a diversas infecciones virales. Si bien una respuesta
inmune rapida y efectiva es esencial para limitar la propagacidon viral, esta
respuesta antiviral debe regularse estrictamente para limitar el dafo tisular
mediado por el sistema inmune. Este equilibrio entre el control eficaz del virus y
las alteraciones patoldgicas que puede ocasionar es importante debido a las
funciones altamente especializadas y a la capacidad regenerativa limitada de las

neuronas (Savarin y Bergmann, 2018).

La perforina es una proteina efectora indispensable de los linfocitos
citotoxicos y de las células NK. La actividad formadora de poros de esta proteina

es necesaria para el ingreso de serin-proteasas pro-apoptodticas, conocidas como
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granzimas, en el citosol de las células infectadas o cancerosas. Las granzimas
desencadenan distintas vias apoptdticas en las células diana, ya sea dependientes
o no de las caspasas. Entre las diversas granzimas, la granzima B, que escinde las
proteinas especificamente en los residuos de aspartato, se considera el activador
mas potente de la muerte celular. Por otro lado, la granzima A, a pesar de su
incapacidad para activar caspasas, puede producir la muerte celular mediante la
escision directa de proteinas nucleares, lo que facilita la formacién y acumulacion
de dafios en el ADN. Por el contrario, en ciertas infecciones virales, la perforina
puede no ser crucial para la eliminacion viral pero puede tener un impacto
importante en el desarrollo de patologias. En algunas infecciones, la activacion de
determinada via apoptdtica puede influir en la presentacion de alteraciones
inmunopatoldgicas. Por ejemplo, tanto la perforina, como la via apoptdtica
desencadenada por Fas/Fasl, son esenciales para la invasion del cerebro por
ciertos flavivirus neurotropicos, y los ratones que tienen deficiencia en la
exocitosis granular o deficiencia de Fas son resistentes a la infeccidn periférica con
una baja dosis de estos virus encefaliticos (recopilado por Trapani y Smyth, 2002).
Por otro lado, tanto la actividad de la perforina como de las granzimas puede

resultar esencial para determinar la persistencia o eliminacién viral en un tejido
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determinado. De acuerdo a los hallazgos en este trabajo, la ausencia de expresion
de perforina y granzimas durante la infeccion aguda podria facilitar Ia
diseminacidn viral en el tejido nervioso, demostrando que durante esta etapa las
células citotdxicas no logran detener la infeccidn. La relevancia de la deteccion de
perforina durante la latencia de BoHV1 en corteza posterior no puede ser
determinada en este punto. Sin embargo, es posible relacionar la expresién de
granzima B durante la latencia de BoHV5, dado que los resultados obtenidos en
este estudio respecto a diversos aspectos de la latencia de BoHV5 sugieren que la
existencia de expresion de genes virales mantendria activos a los linfocitos
citotdxicos durante esta etapa. Se debe destacar que seria importante analizar los
niveles de expresion a nivel de ARNm y proteina de los genes virales y moléculas
citoliticas para ser mas concluyentes en este aspecto. Aunque Knickelbein y col.
(2008) reportaron que la liberacién de IFNy y granzima B por las células T CD8" es
importante para la inhibicion de la reactivacion del HSV1, también resulta
relevante que la expresion de granzima B durante la reactivacion de ambos virus
es consistente con su funcidn apoptodtica, lo cual facilitaria la excrecidn viral en

esta etapa.



171

Durante la reactivacion, no se detecté la expresion de perforina en ningun
sector del tejido nervioso de los animales inoculados con BoHV1 ni en corteza
frontal, corteza posterior y médula cervical de los animales infectados con BoHV5.
No obstante en la mayoria de estas secciones de tejido se detectd la expresion de
granzima B. Normalmente, la perforina y la granzima B se producen en forma
simultanea. Sin embargo, se ha demostrado que en ciertos tejidos, como la
placenta y o6rganos reproductores, la granzima B podria tener una funcidn
independiente de la perforina (Hirst y col., 2001) e induciria apoptosis mediante
distintos eventos intra y extracelulares (Choy y col., 2004). Del mismo modo,
Hommel-Berrey y col. (1997) determinaron que la granzima B es un importante
mediador de la fragmentacidon del ADN celular y también de la degradacion de

transcriptos virales cuando la perforina no esta presente.

Lee y col. (2017) demostraron que la exposicidn crénica a IL-1 aumenta la
vulnerabilidad neuronal a la toxicidad de |la granzima B a través de la activacion del
Receptor Activado por Proteasas 1 (PAR1). Por lo tanto, es probable que la
coincidencia de la granzima B y la IL-1B en el SNC de individuos con
neuroinflamacién causen y aceleren la pérdida neuronal. Stopnicky y col. (2019)

determinaron que las células T CD4" “helper” que pueden infiltrar el tejido



172

nervioso ante una lesion también pueden liberar granzima B causando dafio
subletal a los astrocitos, lo que compromete sus funciones de sostén
contribuyendo a la neuroinflamacion. Aunque en este trabajo no se analizaron los
niveles de citoquinas ni el infiltrado de células T CD4" en sistema nervioso, seria
relevante estudiar estos aspectos en relacion a la perforina y granzimas para

determinar su contribucion a la neuropatologia ocasionada por la infeccidn viral.

También se ha demostrado que los linfocitos T regulatorios (Treg, CD4",
CD25%) activados, cuya funcién principal es modular la respuesta inmune,
producen granzima B que actuaria mediante un mecanismo aun no esclarecido en
ausencia de perforina (Gondek y col., 2005). Por otro lado, en las infecciones por
HSV1 se ha demostrado que las células Treg favorecerian el establecimiento de
latencia y la reactivacidon viral mediante un efecto supresor sobre los linfocitos
CD8" (Yu y col., 2018). En humanos y ratones, las células Tyd representan <5% del
total de linfocitos circulantes. En contraste, el compartimento de células Tyb en
rumiantes representa el 15-60% del total de células mononucleares circulantes y
estos linfocitos son el principal subconjunto de células T reguladoras en la sangre
periférica. Estudios en ratones demostraron que los linfocitos Tyd regulan la

respuesta inflamatoria en el SNC (Pnomarev y Dittel, 2005) inhibiendo Ia
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proliferacion de linfocitos CD4" y CD8" (Yu y col., 2018). En el contexto de la
respuesta inmune innata a nivel del sistema nervioso, también se ha demostrado
gue la activacién de las células de la microglia a partir de los ligandos de diversos
TLR induce la produccion de citoquinas pro-inflamatorias por los linfocitos Tyé
(Derkow y col.,, 2015). También se ha demostrado que el tratamiento con
glucocorticoides estimularia la activacidon y produccidn de citoquinas por parte de
los linfocitos Treg (Ugor y col., 2018; Yu y col., 2018) lo cual podria también
asociarse a los niveles de expresion de granzima B en ausencia de perforina luego

de la administracion de DXM en este estudio.

La eliminacion de células dafadas por apoptosis es un proceso esencial en la
homeostasis y el desarrollo. Sin embargo, este mecanismo de muerte celular
también puede desempeiar un papel patogénico en las enfermedades
infecciosas. Se considera que la apoptosis es un proceso importante en muchas
infecciones virales del SNC y, con frecuencia, la gravedad de la enfermedad esta
asociada con el nivel de apoptosis (Clarke y col.,, 2009). En este estudio, se
investigd si la apoptosis es un mecanismo relevante en la patogénesis de BoHVS5.
Ademas, se analizd si las diferencias en el potencial apoptético de BoHV5 y BoHV1

podrian estar asociadas con las caracteristicas distintivas de su neuropatogénesis.
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Se ha descripto que en algunas infecciones virales, el numero de células
apoptoticas se correlaciona con los niveles de replicacién del virus (Delhon y col.,
2002). En este estudio, los cambios apoptdticos observados en los distintos
cultivos celulares se correspondieron con la capacidad de las cepas de BoHV1 vy
BoHVS5 de replicarse en cada linea celular. Las lineas celulares MDBK y BoTur que
se utilizan con frecuencia para el aislamiento de los alfaherpesvirus bovinos
(Chandranaik y col., 2010; Taborda y col., 2007) mostraron indices de alteraciones
nucleares mas elevados. Por otro lado, las células Hela, que no son un sustrato
adecuado para la replicacidén de estos virus, mostraron niveles significativamente
mas bajos de alteraciones nucleares compatibles con apoptosis. Con respecto a las
cepas virales, se observaron diferencias entre la induccidon de apoptosis in vitro
para la cepa Cooper de BoHV1 y las cepas de BoHV5. Esto se manifesto
principalmente en las células BoTur a las 24 h después de la infeccion con BoHV1.
La mayor capacidad de BoHV1 para inducir apoptosis in vitro se evidencié por las
alteraciones morfoldgicas nucleares observadas en los diferentes tipos de células
y se confirmd mediante el ensayo TUNEL en células MDBK. Por otro lado, estos
hallazgos contrastan con las observaciones de Cardoso y col. (2015) quienes

demostraron bajos niveles de apoptosis después de la infeccion de células
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neuronales con BoHV1 Cooper. Sin embargo, los mismos autores demostraron
gue BoHV5 no produce altos niveles de apoptosis en las neuronas, lo que es
coincidente con los hallazgos de este estudio utilizando diferentes sustratos. Esto
también se ha demostrado para otros virus, como el virus varicela-zoster, que
puede inducir apoptosis en fibroblastos pero no en neuronas, lo cual, al igual que
los hallazgos de este estudio, demuestra que la apoptosis es un proceso especifico
del tipo celular (Pugazhenthiy col., 2011). Dado que los cambios morfolégicos, no
siempre son indicadores claros de muerte celular por apoptosis y pueden variar
entre diferentes lineas celulares (McGahon y col., 1995), los resultados de la
tincion con DAPI y el ensayo de TUNEL luego de la infeccion de los cultivos
celulares, también se complementaron con la determinacién de la fragmentacion
del ADN en geles de agarosa luego de 24 h de infeccidn de los cultivos celulares.
Mediante este analisis sélo se detectaron bandas débiles, correspondientes con el
tamafo de los fragmentos oligonucleosomales, en células MDBK infectadas con
las cepas de BoHV1. Si bien estos resultados coinciden con los obtenidos mediante
las otras metodologias empleadas para determinar la presencia de apoptosis, se
debe considerar que aunque esta técnica es mas econdmica que otras, es

laboriosa y algunos autores consideran que provee sdlo una apreciacidon
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cualitativa de la apoptosis (loannou y Chen, 1996). Ademads, Collins y col. (1997)
también sugirieron que aunque la presencia de la "escalera" de fragmentos
implica un proceso apoptoético, su ausencia no lo descarta. Por lo tanto, aunque
esta metodologia para evaluar apoptosis puede complementar los resultados de
las otras técnicas empleadas, debe considerarse que la escalera de ADN solo fue
visible en un tipo celular y no se logré inducir consistentemente la fragmentacion
cuando se utilizaron la radiacién ultravioleta (Geiser y col., 2008) y el tratamiento
de los cultivos con deoxinivalenol (Awad y col., 2004; Pérez Gaudio y col., 2016)

como controles positivos.

Como se menciond previamente, Marin y col. (2016b), demostraron que en
el tejido neural de terneros inoculados experimentalmente, las cepas de BoHV1
Cooper y Los Angeles alcanzaron titulos mas altos que los observados para BoHV5.
Aungue se detectd ADN viral en el GT de todos los animales infectados, en este
estudio, solo BoHV1 se aisl6 de este tejido. Samuel y col. (2007) determinaron que
existe una correlacion positiva entre los titulos maximos alcanzados por el VNO en
SNC y la deteccion de caspasa 3 activada. Se han observado hallazgos similares
para las infecciones por reovirus (Oberhaus y col., 1997) y virus sindbis (Labrada y

col., 2002) y la presencia de neuronas apoptodticas en tejido neural. De acuerdo a
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Delhon y col. (2002) la inhibicion de la replicacion de BoHV1 previene la apoptosis
neuronal. Este tipo de estudio no se ha realizado con BoHV5. Sin embargo, los
niveles de replicaciéon de BoHV1 y BoHV5 y la presencia de neuronas apoptdticas
en el GT en el presente trabajo, demuestran que es necesaria la replicacion del
virus para activar el programa apoptético que conduce a la muerte neuronal. Del
mismo modo, como sugirieron previamente Delhon y col. (2002), es posible
también inferir a partir de los resultados de este estudio que se requiere un nivel

critico de replicacion del ADN viral para inducir la apoptosis.

Es bien sabido que la induccién de apoptosis limita la respuesta
inflamatoria. La fagocitosis de las células apoptéticas suprime la inflamacion
mediante la produccion de mediadores antiinflamatorios y la inhibicion de las
citoquinas proinflamatorias (Fadok y col., 1998). En este trabajo, no se estimo el
numero de neuronas positivas para caspasa 3 ya que el nUmero de neuronas del
GT en cada campo microscépico no fue suficiente como para obtener un conteo
confiable. Sin embargo, en el pico de infeccidén aguda, la caspasa 3 escindida fue
claramente evidente en las neuronas del GT de terneros infectados con BoHV1,
mientras que se observé un menor niumero de neuronas positivas después de la

infeccidon por BoHV5 en GT y no se detectaron células caspasa 3 positivas en SNC.
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En el caso de BoHV1, la tincidon caspasa 3 positiva se detecté en unas pocas
neuronas y mayormente en células cercanas a los cuerpos neuronales. Se ha
demostrado que la activacion de la microglia y la neurotoxicidad debido a los
procesos inflamatorios tienen un rol preponderante en la patogénesis de varios
desordenes neurodegenerativos. En este sentido, la actividad de la caspasa 3 en
este tipo celular podria conducir a efectos contrastantes como la activacion pro-
inflamatoria de la microglia o la muerte celular apoptdtica (Kavanagh y col., 2014).
Para una comprensién global de los mecanismos que conducen a la muerte celular
en el tejido nervioso durante la infeccidn por los alfaherpesvirus bovinos seran
necesarios estudios que involucren el uso de inhibidores de caspasas. Ademas
sera importante el analisis en futuros estudios, de otras vias de induccién de

apoptosis, independientes de la caspasa 3.

De acuerdo a lo que se discutidé previamente en relacion a la replicacién
viral, se demostré que la estimulacion del TLR7 desencadena la produccidon de
citoquinas pro-inflamatorias e induce una retroalimentaciéon negativa sobre Ia
replicacion viral in vitro, en células MDBK infectadas con BoHV1 y BoHV5 (Marin y
col., 2014b) y en neuronas infectadas con el virus Langat (Baker y col., 2013). Por

lo tanto, es probable que en la infeccion por BoHV5 la respuesta a las citoquinas
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desempefie un papel predominante en la neuropatologia y la replicacion viral en
del tejido neural. Los hallazgos de este trabajo, sugieren que podria haber una
asociacion entre la magnitud de la replicacion de BoHV5 y la induccion de
apoptosis en el GT. También es evidente que la estimulacién de los TLR tiene un

papel adicional en la neuropatogénesis de BoHV5.

En general, los resultados de este estudio sugieren que las diferencias en los
niveles de apoptosis inducidos por BoHV5 y BoHV1 pueden relacionarse con el
potencial patogénico que distingue a cada virus. Es probable que una combinacion
de factores, como la induccion de apoptosis y la respuesta inmune innata, dirija el
resultado final de la infeccidon del sistema nervioso bovino por BoHV1 y BoHV5.
Seria interesante analizar si las diferencias en la magnitud de la apoptosis son
relevantes en otras etapas claves de la infeccion, por ejemplo durante el
transicion de la infeccidn aguda a la latencia, como se ha establecido para BoHV1
(Lovato y col., 2003) para determinar la importancia de la apoptosis en el ciclo

infeccioso del BoHVS5.

Otro aspecto interesante en la regulacion del ciclo de replicacion viral y con
un rol potencial en la patogénesis, es el andlisis de los componentes del ciclo

celular. En este estudio, se detectaron diferencias notables en la modulacion de la
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expresion de ciclinas por BoHV1 y BoHV5. Estas diferencias fueron
particularmente notables en GT, el sitio principal de Ilatencia de los
alfaherpesvirus. Los niveles maximos en la expresion de ciclinas A2 y E1 fueron
evidentes en GT de terneros infectados de forma aguda con BoHV1. En las células
altamente diferenciadas, como las neuronas, la expresion de la ciclina A induce
apoptosis (Freeman y col., 1994). Por lo tanto, estos hallazgos se correlacionan
con las estrategias del virus para mejorar la infeccidon productiva (Winkler y col.,
2000) y los niveles de replicacion viral en este tejido (Marin y col., 2014b). Por el
contrario, en el GT infectado con BoHV5, los mayores niveles de expresiéon de los
ARNm de ambas ciclinas se detectaron durante la latencia. Es conocido que los
productos del gen LR de BoVH1 interactian con la ciclina A (Jiang y col., 1998)
inhibiendo la expresion de los componentes del ciclo celular y la consecuente
apoptosis neuronal durante la latencia, lo cual es esencial para la supervivencia
del virus en el hospedador (Schang y col., 1996; Winkler y col., 2000). Similar a los
hallazgos de este trabajo, en un modelo en conejo, Schang y col. (1996)
demostraron que BoHV1 indujo la expresion de ciclina A en GT durante la
infeccidon aguda y la reactivaciéon. De acuerdo a los resultados de este estudio, en

comparacion con BoHV1, BoHV5 induce niveles mas bajos de apoptosis neuronal
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en GT y esto se correlaciond con niveles mas bajos de replicacién viral. También es
probable que estos niveles de replicacion de BoHV5 se correlacionen con los
niveles mas bajos de ciclina A2 en esta etapa. La asociacion entre la replicacién
viral y los componentes del ciclo celular ha sido demostrada mediante el uso
farmacoldgico de inhibidores de las quinasas dependientes de ciclinas (cdk), los
cuales inhiben la replicacion de algunos virus, como HSV y VIH, en cultivo celular

(Schangy col., 2006; Okamoto y col, 2015).

Por otro lado, ambos alfaherpesvirus indujeron la expresion de ciclina B1 en
GT durante la latencia y la reactivaciéon. Normalmente, la entrada en la mitosis
estd estrictamente regulada y requiere que el complejo ciclina B1/cdk1 alcance un
umbral determinado de actividad (Lindgvist y col., 2009). En este estudio, la ciclina
B1 aumentd en GT durante la latencia de ambos virus, en la corteza olfatoria y
frontal de terneros infectados con BoHV1 y en la médula cervical de bovinos
infectados con BoHV5. El aumento de la expresion de ciclina B1 se correlaciona
con las neuronas en la etapa de transicion G2/M. Estas alteraciones anormales en
las células diferenciadas terminan en eventos abortivos, lo que conduce a la
degeneracién de las neuronas y la neuropatologia (Wang y col., 2013). Aunque en

la infeccidon por BoHV5 no se observaron diferencias significativas en los niveles de
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expresion de ciclina B1 con respecto a los tejidos no infectados, es probable que
estos niveles tengan importancia bioldgica en la neuropatogénesis de BoHV5. Este
estudio demuestra también que se producen alteraciones importantes en los

niveles de ciclinas en el cerebro del ganado infectado de forma latente.

También es evidente que BoHV5 modula los niveles de ciclina en la médula
cervical en todas las etapas de la infeccidon. Esto concuerda con los sitios de
replicacion de BoHV5 y la induccidon de lesiones microscopicas severas en este

tejido (Pérez y col., 2002).

En general, los elevados niveles de expresion de ciclinas en GT durante la
latencia de BoHV5 sugieren que estos virus utilizan diferentes estrategias para
persistir en el hospedador y esto podria estar relacionado con diferentes
funciones del gen LR de BoHV5. Segln los resultados obtenidos, solo durante la
infeccidon aguda es posible establecer una relacion entre la replicacidon viral y los
niveles de ARNm de ciclinas. Por lo tanto, otros factores también podrian estar
involucrados en la regulacion de los componentes del ciclo celular durante la
infeccidn por alfaherpesvirus bovinos. Se ha demostrado previamente que BoHV1
y BoHV5 también pueden establecer latencia en las tonsilas (Pérez y col., 2005;

Favier y col., 2014) y la reactivacién de BoHV5 en este tejido es mas eficiente en
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comparacién con BoHV1 (Favier y col., 2014). La modulaciéon de las moléculas
reguladoras del ciclo celular en las tonsilas puede ser un factor adicional que
contribuye a la propagacién de BoHV5 al sistema nervioso. Serdn necesarios
estudios que consideren los niveles de ciclinas en otros sitios de latencia, como las
tonsilas, para comprender si los hallazgos actuales son especificos del tejido y
como la modulacién de las ciclinas esta involucrada en la patogenicidad de los
alfaherpesvirus bovinos. Del mismo modo, el analisis de los niveles proteicos de
las ciclinas mas relevantes permitirda una mejor comprension del mecanismo
preciso de la regulacién del ciclo celular por los alfaherpesvirus. No obstante,
estos hallazgos sugieren que |la neuropatogenia también podria estar influenciada
por distintos mecanismos ejercidos por cada virus sobre la regulacién de los

componentes del ciclo celular.

Aungue no es posible ser concluyente en diversos aspectos analizados en
este trabajo, los hallazgos clinicos, viroldgicos e histopatoldgicos se correlacionan
con la distribucion del ADN viral, la respuesta inmune innata mediada por los TLR
y la muerte celular por apoptosis en cada infeccidn viral y en cada estadio de la

infeccion. Ademads, los resultados de expresion génica viral, la expresién de
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ciclinas y la caracterizacion de enzimas citoliticas sugieren que la latencia de

BoHVS5 tendria caracteristicas particulares que difieren de BoHV1.

CONCLUSIONES GENERALES

v En la infeccidn aguda, la distribucién de BoHV1 en SNC es mas amplia
que la de BoHV5, mientras que durante la latencia y reactivacion sélo el genoma
de BoHV5 esta presente en SNC. Sin embargo, no es posible establecer un patron

especifico en la distribucién del genoma viral en tejido nervioso.

v No se detectd la expresion de genes virales en SNC durante la
infeccion aguda, lo cual sugiere que al igual que lo reportado para GT, la

transcripcion de genes virales no seria eficiente en este tejido.
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v Durante la latencia existe expresion génica viral en SNC y GT de
terneros infectados con BoHV5 y en GT de terneros infectados con BoHV1, lo cual
puede asociarse con el fendmeno de “reactivacién molecular espontdnea”.

v La infeccion primaria por BoHV1 y BoHV5 estimula la expresion de los
TLR 3, 7 y 8. El incremento significativo del TLR3 en la infeccidn por BoHV1 podria
restringir su acceso al SNC y el incremento significativo de TLR7 en la infeccidn por
BoHV5 podria desempefiar un papel directo en la reduccion de la carga viral en el

cerebro.

v La regulacidn negativa de los TLR7/8 durante la reactivacion viral

favoreceria la diseminacion, particularmente de BoHV5, a otras regiones del SNC.

v BoHV1 tendria mas capacidad para inducir apoptosis in vitro e in vivo.
Los cambios apoptodticos se corresponden con la capacidad de replicacién de las

cepas de BoHV1 y BoHVS5.



186

v Existen diferencias notables en la modulacién de la expresion de
ciclinas por BoHV1 y BoHV5, particularmente en GT, el sitio principal de latencia
de los alfaherpesvirus.

v Los niveles maximos de expresidn de ciclinas A2 y E1 en GT de
terneros infectados de forma aguda con BoHV1 favoreceria la infeccién productiva

y los mayores niveles de replicacidon durante esta etapa.

v En la infeccion por BoHV5 los niveles maximos de expresion de ciclina
ocurrieron en GT latentemente infectado. Estas diferencias durante la latencia
sugieren que BoHV1 y BoHV5 utilizan diferentes estrategias para persistir en el

hospedador.

v No se detectd una presencia abundante de linfocitos T CD8" en GT.
Estos fueron mas evidentes durante la infecciéon aguda por BoHV1 y menos

evidentes en el GT de los bovinos infectados con BoHV5.
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v La ausencia de expresion de perforina y granzimas durante la

infeccidn aguda facilitaria la diseminacion viral en el tejido nervioso.

v La expresion de granzima B durante la latencia de BoHV5, sugiere que
antigenos virales mantendrian activos a los linfocitos citotdxicos durante esta
etapa. La expresion de granzima B durante la reactivacion de ambos virus es
consistente con su funcién apoptética, lo cual facilitaria la excrecion viral en esta

etapa.
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Figura 6.1: Imagen representativa del andlisis de la expresién deTK de BoHV5
mediante RT-PCR de um ternero con infeccion aguda por BoHV5. CO: Corteza
Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula Cervical, GT:
Ganglio Trigémino. C-: control negativo. C+: control positivo.

LATENCIA REACTIVACION
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Figura 6.2: Imagen representativa del andlisis de la expresién de gB de BoHV5 mediante RT-PCR de
un ternero latentemente infectado y de un ternero latentemente infectado tratado com DXM. CO:
Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula Cervical, GT: Ganglio
Trigémino. C-: control negativo. C+: control positivo.
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Figura 6.3: Imagen representativa del analisis de la expresion de gD de BoHV1
mediante RT-PCR durante la infeccién aguda por BoHV1. CO: Corteza Olfatoria, CF:
Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula Cervical, GT: Ganglio
Trigémino. C-: control negativo. C+: control positivo.

Figura 6.4: Imagen representativa del analisis de la expresion de perforina mediante RT-PCR
de un ternero latentemente infectado con BoHV5. CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal,
CP: Corteza Posterior, MC: Médula Cervical, GT: Ganglio Trigémino. C-: control negativo. C+:
cDNA de PBLs.



Figura 6.5: Imagen representativa del andlisis de la expresidon de granzima A
mediante RT-PCR de un ternero latentemente infectado con BoHV1. CO: Corteza
Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula Cervical, GT:
Ganglio Trigémino. C-: control negativo. C+: cDNA de PBLs.
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Figura 6.6: Imagen representativa del analisis de la expresién de granzima B mediante RT-
PCR de un ternero latentemente infectado con BoHV5 y otro infectado con BoHV1 tratados
con DXM. CO: Corteza Olfatoria, CF: Corteza Frontal, CP: Corteza Posterior, MC: Médula
Cervical, GT: Ganglio Trigémino. C-: control negativo. C+: cDNA de PBLs.
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PUESTA A PUNTO DETECCION DE ALPHAHERPESVIRUS BOVINO 1Y
5 POR PCR EN TIEMPO REAL Y DISTINCION DE LOS DOS TIPOS MEDIANTE

ANALISIS POR HIGH RESOLUTION MELTING (MARIN Y COL., 2016).

- Se evaluaron dos pares de cebadores que amplifican a partir de ADN de ambos
virus:

- Cebadores que amplifican un fragmento de 97 pb pertenciente al gen de la
glicopreina B de BoHV1 y BoHV5 de Abril y col., 2004.

- Cebadores que amplifican un fragmento de 189 pb perteneciente al gen de
la ADN polimerasa de BoHV1 y BoHV5de Dallio y col., 2011.

- Se evaluaron diferentes temperaturas de annealing: 50°C, 55°Cy 60°C.

- Se utilizd un templado de ADN purificado a partir de un cultivo puro de

BoHV1y BoHVS.
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PCR - HRM CON LOS CEBADORES DE 97 pb

/
125 \ ZHEV1 7 55
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Figura 6.7: Imagen que ilustra las curvas de melting para los cebadores de 97pb. Si bien se pueden
distinguir por HRM los dos tipos de alfaherpesvirus bovinos, los niveles de fluorescencia de las curvas de
melting son muy bajos.

GRADIENTE DE CEBADORES DE 97 pb

HBV1 50 HBV1 55 HBV1 60 HVBS 50 HVBS 55 HBY5 60




PCR - HRM CON LOS CEBADORES DE 189 pb
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deg.
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Figura 6.8: Imagen que ilustra las curvas de melting para los cebadores de 189pb. Se pueden distinguir por HRM
los dos tipos de alfaherpesvirus bovinos, los niveles de fluorescencia de las curvas de melting permiten

diferenciar los dos virus.

GRADIENTE DE CEBADORES DE 189pb

HVE1l 50 HBEV1 55 HVB1 60 HBV5 50 HVBS 55 HVBS5 60
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DIFERENCIACION DE BoHV1 Y BoHV5 POR PCR - HRM

BoHV1 —_ BoHV5

CURVAS NORMALIZADAS
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GRAFICO DE DIFERENCIA
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