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RESUMEN

El herpesvirus equino (EHV) es uno de los patógenos virales de mayor importancia en
la industria equina mundial, debido a las grandes pérdidas económicas que acarrea.
La enfermedad comúnmente asociada con el EHV se denomina rinoneumonitis equi-
na y se caracteriza por ser una infección primaria del tracto respiratorio superior, que
progresa a través de la mucosa; puede causar aborto en los últimos meses de gesta-
ción, muerte perinatal de potros, mortinatos y mieloencefalitis. La infección produc-
tiva es seguida por un estado de latencia viral, etapa en la cual el animal no presenta
ningún signo clínico de enfermedad y no hay replicación viral. Bajo una situación de
estrés, el virus puede reactivarse y caballos infectados infectar a otros caballos sanos.
En esta revisión se presenta de manera sintetizada, los principales hallazgos relacio-
nados con la replicación viral y patogénesis molecular del EHV, relacionando además
las proteínas implicadas en la regulación de la replicación del genoma, todas las gli-
coproteínas estructurales que han sido estudiadas hasta el momento y que son el eje
central de investigación de distintos grupos en el mundo. Se discute además, la ver-
dadera importancia de la dispersión directa célula-célula del virus, la formación de
placas, el crecimiento in vitro y en algunos casos, la asociación con la patogénesis, bien
sea en un modelo animal o en el hospedero natural.
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ABSTRACT

Equine herpesvirus (EHV) is one of the most important viral pathogens in worldwide
equine industry, due to the dramatic economic looses incurred by these microorga-
nisms. The clinical disease, commonly called equine rhinopneumonitis, is charac-
terized by initial infection of the upper respiratory tract that progresses through the
mucosa; it can cause abortion in the last months of gestation, stillbirth, perinatal
death of foals and myeloencephalitis. Productive infection is followed by a state of
viral latency during which the animal presents no clinical symptoms and there is no



viral replication. During a stress situation, the virus in the infected horses is reacti-
vated and can infect healthy horses. This review presents in a synthetic manner, the
main findings related with the study of viral replication and molecular pathogenesis
of EHV; it also presents the main findings related to proteins involved in the regulation
of viral genome replication, all the structural glycoproteins that have been studied to
date and that constitute the central axis of different research centres around the
world. In addition, it discusses the true importance of direct cell-to-cell dispersion of
the virus, the formation of plaques, in vitro growth, and in some cases association with
the pathogenesis either in an animal model or in the natural host.
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INTRODUCCIÓN

LA ENFERMEDAD

La rinoneumonitis equina o aborto viral equino, es una de las enfermedades de distri-
bución mundial más graves que pueden padecer los equinos; la enfermedad es causa-
da por los herpesvirus equinos tipos 1 y 4 (EHV-1 y EHV-4), los cuales son potenciales
factores de riesgo para caballos de todas las edades y categorías, especialmente para
los potros (Crabb y Studdert, 1996). En Colombia en el año 2001, Ramírez et al. de la
Universidad Nacional de Colombia trabajando con muestras tomadas de un feto abor-
tado proveniente de un criadero de equinos, con historia de importación de animales,
lograron por primera vez el aislamiento de un EHV (Ramirez et al., 2001). La infección
por EHV-1 y EHV-4 se caracteriza por una infección primaria del tracto respiratorio, la
cual puede variar de moderada a severa según el estado inmunológico del animal infec-
tado. La infección por EHV-1 particularmente, puede progresar a través de la mucosa
respiratoria, dispersarse a otros sistemas orgánicos y causar aborto en los últimos me-
ses de gestación, muerte perinatal de potros, e incluso sintomatología nerviosa diag-
nosticada como encefalomielitis. En la mayoría de los casos, la infección primaria por
EHV-1 y EHV-4 está seguida por un estado de latencia viral en el ganglio trigémino, es-
tado en el cual los caballos se encuentran aparentemente sanos. Luego de una situa-
ción de estrés (transporte, cambio de medio, preñez, etc.) puede ocurrir una reactiva-
ción y liberación del virus infectando a otros caballos (Allen, 2002).

Para el diagnóstico de los animales infectados existe una gran cantidad de técnicas;
lo más apropiado es el aislamiento viral a partir de muestras clínicas, seguido de la
confirmación serológica de la entidad. El virus se puede aislar de secreciones nasales,
durante la infección productiva del tracto respiratorio, de muestras de hígado, pul-
món, bazo o timo de los fetos abortados y de muestras de sangre tomadas al animal
en la fase aguda de la enfermedad para aislamiento del virus en células blancas (Allen,
2004). Las estrategias de prevención existentes a escala mundial, se enfocan en
especial al establecimiento y mantenimiento de programas de vacunación, que van
desde la inmunización con antígenos virales hasta el uso de las vacunas de DNA, al
mantenimiento de los caballos en grupos aislados y a impedir la entrada o disemina-
ción del virus en los criaderos. Cuando las medidas de prevención no son suficientes,



se hace necesario tomar otras medidas de control, tales como el diagnóstico opor-
tuno, las medidas de aislamiento, cuarentena y desinfección, y el tratamiento terapéu-
tico de los casos individuales (Ruiz, 2005).

ESTRUCTURA GENÓMICA DEL VIRUS

Se han descrito cinco herpesvirus distintos con capacidad de infectar caballos: EHV-1,
EHV-4 y EHV-3 (exantema coital equino), miembros de la subfamilia Alfaherpesvirinae,
y EHV-2 y EHV-5 miembros de la Gammaherpesvirinae, ambos pertenecientes al género
Varicelovirus. Existen algunos homólogos de EHV-1, EHV-2 y EHV-3, denominados
herpesvirus asino-3 (AHV-3), AHV-2 y AHV-1, los cuales han sido aislados de asnos
(Crabb y Studdert, 1996; Wyrick, 2006). La partícula madura consta de una nucleo-
cápside que contiene el genoma viral y las proteínas asociadas (core), el tegumento
que rodea la nucleocápside y la envoltura viral la cual es derivada de la membrana de
la célula del hospedero y en la cual están incorporadas las glicoproteínas de mem-
brana codificadas por el virus (Roizman y Knipe, 2001; Fig. 1).
Figura 1. Microfotografía electrónica de un virión de EHV, indicando algunos de los componentes

esenciales del virus (con permiso de Linda M. Stannard, University of Cape Town, http://www.uct.
ac.za/depts/mmi/stannard/emimages.htlm).

El genoma de EHV-1 y EHV-4 está constituido por una molécula de DNA de cadena
doble entremezclada (dsDNA), posee 150,2 y 145,6 Kb respectivamente (Telford et
al., 1992; Telford et al., 1998) y la diferencia entre los dos virus se determinó mediante
enzimas de restricción (Crabb y Studdert, 1996; Allen, 2002). Los genomas de EHV-
1 y 4 poseen 80 y 79 genes respectivamente. Ambos poseen 76 fases abiertas de lec-
tura (ORFs) que dan origen a 76 proteínas. En los dos virus, algunos ORFs (64, 65 y
66 para EHV-4 y 64, 65, 66 y 67 para EHV-1) son expresados en doble copia, pero se
desconoce cual es su función (Telford et al., 1992; Telford et al., 1998). El genoma está
compuesto de una región única larga (UL) y una región corta (US); US está flanqueada
por dos secuencias repetidas indirectas, una interna (IRS) y una terminal (TRS; Fig. 2).
La presencia de secuencias repetidas en los dos extremos de la región US, permite que
la región pueda invertirse, y dar origen a dos isómeros de DNA en cantidades equi-
molares (Crabb y Studdert, 1996).
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Figura 2. Organización del genoma de EHV-1. Nótese la ubicación de las regiones única larga (UL) y
una región corta (US), y secuencias repetidas indirectas interna (IRS) y terminal (TRS; adaptado de
Zhao et al., 1995).

En los últimos años, las investigaciones se han enfocado a entender la función de los
76 genes o sus productos. Para el herpesvirus simplex (HSV), uno de los virus más es-
tudiados de esta familia (Roizman y Pellet, 2001), se sabe que los genes son trans-
critos en una cascada ordenada, coordinada, regulada y secuencial; y dependiendo
del momento en que son expresados durante la replicación son clasificados en tres
clases: Inmediatos tempranos (IT), tempranos y tardíos. Los genes IT son sintetizados
en primer lugar, utilizando la RNA polimerasa II de origen celular; y sus productos son
requeridos para iniciar la trascripción de los mRNA tempranos. Subsecuentemente,
las proteínas tempranas actúan regulando negativamente la trascripción de mRNAs
IT, y están involucradas en la síntesis de DNA viral, usualmente como enzimas o como
proteínas de unión a DNA. Las proteínas tardías son generalmente sintetizadas en las
últimas fases del ciclo de replicación viral; muchas de ellas son componentes estruc-
turales del virión (Crabb y Studdert, 1996; Roizman y Knipe, 2001). 

Para EHV se han reportado cuatro proteínas IT de alto peso molecular, codificadas a
partir de un solo trascripto de mRNA. Al igual que para otros alfaherpesvirus, se
asume que la producción de proteínas IT es necesaria para la expresión de otros genes
virales. Purewal et al. (1994), reportaron que el genoma de EHV-1 y 4 codifica por una
proteína homóloga a la proteína de tegumento VP16 de HSV, la cual está bien carac-
terizada como fuerte inductora de la expresión de genes IT; se ha descrito que la VP16
de EHV, posee la misma o similar función a la VP16 de HSV (Purewal et al., 1994;
Thomas et al., 1999). Se han identificado 33 proteínas en el HSV, incluyendo siete de
cápside, al menos ocho glicoproteínas de envoltura y numerosas proteínas del tegu-
mento (Roizman y Knipe, 2001). La composición del genoma de EHV se estima simi-
lar al de HSV (Crabb y Studdert, 1996). 

PATOGÉNESIS MOLECULAR DEL EHV
Productos de EHV asociados con la patogénesis
Las glicoproteínas de herpesvirus juegan un papel importante en el proceso de infec-
ción, mediando tanto la entrada del virión en la célula como la dispersión célula-célula.
Gracias a la localización en la envoltura viral y en la superficie de células infectadas, son
los principales blancos para la respuesta inmune del hospedero. Para EHV se han iden-
tificado y estudiado 10 glicoproteínas (g) homólogas a 10 de las 11 existentes en HSV.
Estas son: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, gK, gL y gM. La gJ de HSV tiene una contraparte
en la región US, correspondiente al gen 71 de EHV. Además en EHV se han identificado
otras glicoproteínas denominadas gp2 y gp21/22ª, las cuales no se han descrito en
HSV, y gp10 la cual es el homólogo de una de las proteínas de tegumento, VP13/14 de
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HSV en el UL47 (Whittaker et al., 1991). Por lo tanto se consi-dera que EHV posee por
lo menos 13 glicoproteínas diferentes (Crabb y Studdert, 1996; Fig. 3).

Figura 3. Distribución de las glicoproteínas en el genoma viral de EHV-1. Las glicoproteínas están de-
nominadas de acuerdo a la nomenclatura de HSV-1, excepto para la gp2, la cual está ausente en
HSV-1. Note que las seis glicoproteínas de membrana están ubicadas en la región Us.

Smith et al. (1992) demostraron que el gen IT de EHV codifica un factor regulador con
funciones comunes a las descritas para otros productos génicos en alfaherpesvirus; tales
como la autorregulación negativa, la capacidad para activar ciertos promotores en
ausencia de productos virales auxiliares, y la capacidad de activar en unión con otros
productos virales auxiliares, un subconjunto de promotores virales. Kim et al. (2001) de-
mostraron que la proteína IT (producto del gen IT) interactúa con EAP una proteína
ribosomonucleolar, que la interacción no desplaza la unión de la proteína IT a su sitio
afín en el DNA, y que durante las fases tardías de la infección, ambas proteínas colo-
calizan en el citoplasma de las células infectadas, como agregados firmes y densos.

Regiones no codificantes
El genoma de EHV contiene cinco regiones importantes las cuales al parecer no codi-
fican por proteínas, y su función se ha especulado basándose en la secuencia de nu-
cleótidos. La primera es de aproximadamente 1 kb de tamaño, está ubicada al extre-
mo 5’ del genoma viral y se ha sugerido que está implicada en la replicación del DNA
viral (Telford et al., 1992). La segunda de aproximadamente el mismo tamaño, está
localizada entre el ORF 39 y el ORF 40, y contiene el origen de replicación (ORIL); la
tercera es de aproximadamente 1,5 kb y está ubicada entre el ORF 62 y el ORF 63; la
cuarta es de 2 kb y se encuentra entre los ORF 63 y 64 en la unión UL/IRS, y la quinta
región no codificante tiene 2,5 kb y es la ubicada entre los ORF 64 y ORF 65 en IRS y
TRS, y contiene un origen de replicación ORIS (Ibrahim et al., 2004). 

Csellner et al. (1998) reportaron que la inserción del gen lacZ en la región entre el ORF
62 y el ORF 63 de la cepa HVS25A, sin ninguna delección en el genoma, no interfería
con la expresión de los genes contiguos y el mutante resultante exhibía propiedades
de crecimiento y replicación similares a las del tipo silvestre in vitro; y en ratones
BALB/c infectados causó enfermedad respiratoria con sintomatología, histopatología
y títulos virales similares a los de la causada por el tipo silvestre. En contraste, Ibrahim



et al. (2004) al insertar en la misma región de la cepa Ab4p el gen de la proteína verde
fluorescente, encontraron que el mutante resultante presentaba menor fenotipo de
placa y tenía menor virulencia en hámsters y ratones. Estos resultados sugieren que la
región no codificante entre los ORFs 62 y 63, juega un papel importante en el cre-
cimiento vial de esta cepa. Purewal et al. (1998) demostraron que los productos del
ORF63, el cual es expresado como un producto tardío, es transactivado por la pro-
teína IT del ORF 64, y delecciones en este gen 63 indican que no es esencial para un
eficiente crecimiento del EHV en cultivos celulares.

Genes inmediatos tempranos
Los genes IT solos, al ser los primeros genes trascritos durante la primera fase de la
infección, codifican proteínas reguladoras claves de EHV. La trascripción de los IT
ocurre en ausencia de la síntesis de proteínas virales y es inducida por E-TIF (una pro-
teína transinductora de EHV-1). Las proteínas producto de los genes IT activan la
expresión de promotores tempranos, autorregulan la expresión de sus propios pro-
motores y son esenciales para la replicación, pues una delección de ambas copias de
estos genes lleva a la producción de un virus incapaz de replicarse en líneas celulares
complementarias (Garko-Buczynski et al., 1998). Actualmente, se conocen cinco pro-
teínas reguladoras de EHV con capacidad para controlar la trascripción específica de
genes: EICP22, EICP27, EICP0, IE y E-TIF (Smith et al., 1995).

Genes tempranos y tardíos
El segundo grupo de genes que es trascrito durante la infección son los genes tem-
pranos, los cuales codifican proteínas reguladoras adicionales (EICP0, EICP22,
EICP27), al igual que proteínas implicadas en la replicación del genoma viral. La
transcripción de genes tempranos requiere la presencia de proteínas IT y ocurre antes
de la iniciación de la síntesis de DNA. Los genes tardíos, como se mencionó anterior-
mente, son los últimos trascritos y la mayoría codifican para proteínas estructurales.
Estos genes tardíos pueden dividirse en dos subclases: genes permeables, cuya expresión
comienza antes de la replicación del DNA viral pero que no alcanza su máxima expre-
sión hasta después del inicio de la replicación del DNA; y genes verdaderos tardíos, cuya
síntesis es totalmente independiente de la replicación viral. La proteína EICP0 es la
única proteína reguladora que transactiva independientemente todas las clases de
promotores virales (IT, tempranos y tardíos; Bowles et al., 1997). 

Estudios realizados por Bowles et al. (2000) muestran que IT y EICP0 no funcionan en
sinergismo, por el contrario, tienen una función antagónica, forman heterodímeros
directamente, se unen al factor de trascripción celular TFIIB (Jang et al., 2001; Albrecht
et al., 2003), y a la caja TATA celular. La interacción proteína-proteína y la posible com-
petencia de ambas por los factores de transcripción pueden explicar, por lo menos en
parte, la relación antagonista entre ellas (Kim et al., 2003). EICP27 (UL3) tiene la ca-
pacidad de aumentar la transactivación inducida por EICP0 de genes tempranos y tar-
díos, vía interacción proteína-proteína con las proteínas de la caja TATA celular (Zhao
et al., 1995; Albrecht et al., 2004). Análisis mutacionales de EICP0 de EHV indican que
distintas regiones son importantes para su función transactivadora (Bowles et al.,



2000). Sin embargo, no puede sobreregular la expresión de su propio promotor,
debido a la presencia de un elemento regulador negativo (NER) dentro de su pro-
motor (Osterrieder et al., 2001); su actividad está regulada por la unión de proteínas
nucleares específicas a NER (Kim et al., 2004). Las proteínas IT se unen al sitio de ini-
ciación de la trascripción de la secuencia promotora de la gK reprimiendo así la tras-
cripción de este gen tardío verdadero (Kim et al., 1999). EICP22, la cual forma homo-
dímeros de alto orden de complejidad durante la infección y se une con la proteína IT
(Derbigny et al., 2000), para regular la expresión de genes de EHV (Kim et al., 1997).

La fosfoproteína de tegumento ETIF, la cual es el producto del ORF12, solo transactiva
los promotores de genes IT, no así los de los genes tempranos o tardíos y estudios
publicados por Kim y O’Callaghan (2001) indican que ETIF interactúa con factores de
trascripción tales como TFIIB y dTAFll40. Esas interacciones son importantes en la
formación de un complejo de preiniciación el cual lleva a la trascripción de genes IT. La
interacción de EICP27 con IT permite el reclutamiento de promotores virales; Albrecht
et al. (2005) concluyen que EICP27 se une al complejo de preiniciación, estimulando la
iniciación de la trascripción y/o la elongación por la RNA polimerasa II celular.

El shutoff o supresión temprana de la síntesis de proteínas del hospedero es un compor-
tamiento característico de la infección con distintas cepas de HSV; este fenómeno es
secundario a la desestabilización y degradación de los mRNA del hospedero. Como
ocurre en ausencia de la expresión de genes virales, se ha sugerido que el shutoff es
causado por la entrada del virus o de una proteína de él (Feng et al., 1996; Roizman y
Knipe, 2001). Además, se ha asociado con una proteína del tegumento codificada por
el UL41 de HSV-1 (Feng et al., 1996). En contraste, se ha observado que las infecciones
por EHV no inducen una rápida reducción de la síntesis de proteínas; de hecho, no hay
un shutoff abrupto temprano, sino una disminución gradual de la síntesis a través de la
cual persiste alguna síntesis proteica. Feng et al. (1996) en cultivos celulares infectados,
encontraron que tanto los aislados patogénicos como las cepas de laboratorio de EHV
tienen deficiencias en la presentación del fenómeno de apagado de la síntesis de pro-
teínas del hospedero a causa del virus. Los autores postulan que posiblemente, la pro-
teína del ORF19, homóloga del ORF41 de HSV, no está presente en los viriones o está
presente como un componente viral pero intrínsicamente inactiva. Sin embargo, los
análisis muestran que el gen del ORF19 es transcrito y traducido en células infectadas,
la proteína es empaquetada dentro de las partículas virales en cantidades detectables
y su función puede ser abolida in vitro por mutaciones específicas que introducen susti-
tuciones de aminoácidos en una región altamente conservada.

Partículas interferentes defectuosas (Dips)
EHV-1 (cepa KyA) ha servido como modelo experimental para el estudio de los as-
pectos moleculares de las infecciones persistentes por herpesvirus. Se ha reportado que
la presencia de DIPs de EHV-1, media el co-establecimiento de la infección persistente
y la transformación oncogénica en líneas celulares. Se han generado numerosas líneas
celulares infectadas persistentemente con EHV-1, capaces de liberar continuamente
partículas de EHV-1 normales y DIPs (Harty et al., 1993). Dichas partículas también



han sido aisladas a partir de hámsters infectados y estudios de microscopía electró-
nica mostraron una producción alterada de proteínas de cápside en cultivos infecta-
dos con EHV-DIPs comparado con cultivos infectados con virus silvestres. La infec-
ción de células de ovario de hámster con EHV-DIPs, resulta en infección persistente y
transformación. Se ha observado que líneas celulares infectadas persistentemente,
exhiben propiedades biológicas inherentes a su transformación y continúan liberando
virus infecciosos y DIPs en cultivo durante varios años (Chen et al., 1996). 

La digestión con endonucleasas de restricción, análisis de Southern blot y análisis de
secuencias del genoma de DIPs, permitieron determinar la presencia de secuencias
conservadas del DNA, derivadas de tres regiones del genoma de virus silvestre: a) El
extremo 5’ de la región UL que constituye una porción de la secuencia CPS (señal de
clivaje y empaquetamiento), los genes UL1 y UL2 y parte de la secuencia de ICP27; b)
la región media del IR, la cual constituye una secuencia Oris y una parte de la se-
cuencia ICP22 y c) la región terminal del IR, que constituye una parte de la secuencia
CPS. Estas tres regiones son ensambladas juntas y repetidas en tandem, y se empa-
quetan como DIPs DNA con un tamaño similar al del virus silvestre. Chen et al. (1996)
demostraron la presencia de un ORF híbrido IR4/UL3, el cual se genera en cultivos
infectados con DIPs-EHV; el ORF IR4 codifica para la proteína IT ICP22, la cual se
expresa en abundancia y se localiza predominantemente en el núcleo. La proteína UL3
es el homólogo del IT ICP27, el cual tiene un papel esencial en el crecimiento del virus
pero no es necesario en la síntesis de DNA. Teniendo en cuenta que ICP22/ICP27 pue-
de modificar la regulación de genes virales (IT, tempranos y tardíos), los investiga-
dores postulan que esas alteraciones pueden afectar las funciones citolíticas del virus,
retardando la expresión de promotores de EHV (Chen et al., 1996). Además, la pro-
teína híbrida ICP22/ICP27 regula negativamente de manera moderada los promo-
tores de proteínas IT y de ICP22, sobreregula los promotores de genes tardíos como
el IR5 y altera la función reguladora de proteínas IT y ICP22 en células cotrasfectadas.
Estos resultados demuestran que las DIPs alteran la expresión de genes por medio de
la expresión de un gen híbrido en su genoma (Chen et al., 1999).

Cepas atenuadas
En estudios previos relacionados con los factores de virulencia de EHV, se comparó la
arquitectura genómica de la cepa HH1 (Fig. 4) con la de su descendiente, la cepa ate-
nuada BK343, obtenida a partir de pasajes seriales en células de riñón bovino (BK). La
digestión con la endonucleasa BamHI mostró que BK343 implicaba nueve fragmentos
variables: Bam HI A, B, D, E, N, P, QR, S y T. Entre los genes localizados en dichos
fragmentos, se encontró un cambio en tres genes (gen 1 en el fragmento T; gen 24 en
el fragmento A y gen 71 en el fragmento D) después de su pasaje seriado en células BK
(Kirisawa et al., 2003). La función del producto del gen 1 permanece desconocida; el
gen 24 codifica para una gran proteína de tegumento, que es homóloga del producto
del gen UL36 de HSV y el gen 71 codifica para una glicoproteína polimórfica de mem-
brana, gp2, la cual es O-glicosilada (Wellington et al., 1996; Huang et al., 2002). Los
genes 1 y 71 de EHV se encuentran ausentes en su contraparte HSV, y ninguno de ellos
es necesario para la replicación viral in vitro (Sun et al., 1996). Sin embargo, un estudio



publicado en 1997 reportó que la remoción del gen 71 del genoma de EHV resulta en
una maduración viral y encapsidación deficientes, lo cual deteriora la capacidad del
virus mutante para dispersarse en las células; además, el mismo estudio demostró que
in vivo, esta remoción conlleva a una disminución de la patogenicidad en un modelo
de enfermedad pulmonar en ratones (Marshall et al., 1997). Estos resultados demues-
tran el importante papel que tienen estos tres fragmentos en la patogenicidad de la
cepa HH1 de EHV (Kirisawa et al., 2003).

Figura 4. Representación esquemática de la estructura genómica de la región US de las cepas Ab4p,
HH1, RacL11 y KyA de EHV-1. Advierta las regiones genómicas ausentes en la cepa KyA (adaptado
de von Einem et al., 2004).

Para evaluar la relación existente entre las mutaciones inducidas en los genes 1 y 71 por
pasajes seriados y la patogenicidad de la cepa HH1, Kirisawa et al. (2003) desa-
rrollaron virus mutantes, en los que se inactivaron dichos genes por la inserción del gen
lacZ. Sus resultados mostraron que los genes 1 y 71 no están implicados en la reduc-
ción del tamaño y el fenotipo de placa visto en la cepa, y el hecho que el fenómeno,
solo se presente en células equinas (E-Derm) y no en MDBK o RK-13, sugiere que
un(os) factor(es) celular(es) contribuye(n) en la dispersión célula-célula del virus. Se
concluyó que la mutación en los genes 1 y 71 inducida por los pasajes seriados en cé-
lulas, no confería la naturaleza atenuada de la cepa; más aún, es necesario estudiar el
producto del gen 24 y su relación con la patogenicidad atenuada de la cepa BK343.
Recientemente von Einem et al. (2004) demostraron que delecciones en el ORF71
presentes en la cepa KyA, codifican para una forma truncada de gp2 (Fig. 4), la cual
no es funcionalmente equivalente a la gp2 del virus silvestre y exhibe diferentes carac-
terísticas de crecimiento en cultivo. En ratones BALB/c conlleva a una disminución de
la patogenicidad y a una reducción en tres veces de los títulos virales en pulmón de ra-
tones infectados comparado con el tipo silvestre; además de la pérdida de peso cor-
poral (Kirisawa et al., 2003). De igual forma, Smith et al. (2005), estudiando la patoge-
nicidad de la cepa KyA en ratones CBA, confirmaron que la delección del gp2 lleva a
una disminución de la patogenicidad en un modelo de infección respiratoria. Ellos
reportaron menor pérdida de peso corporal y menor consolidación pulmonar de linfo-
citos B y T en ratones infectados con la cepa KyA comparados con animales infectados
con una cepa mutante a la cual se le había reparado la gp2.

Como se mencionó anteriormente, EHV posee en su genoma una región UL y una región
Us, flanqueadas por dos regiones repetidas (IRS y TRS). La comparación de las secuen-
cias de nucleótidos de la región Us-IRs de cepas Ab4p, KyA y RacL11 (Fig. 4) con la cepa
vacunal atenuada RacH revelan algunas variaciones genéticas y una delección que
afecta los genes 67 y 68 de RacH (IR6 y US2 respectivamente). La proteína US2 varía de



tamaño entre estas cepas, predominantemente localiza en las membranas de las células
infectadas, encontrándose presente en la envoltura de viriones purificados; no es nece-
saria para el crecimiento del virus en cultivo celular, pero contribuye a la penetración
viral y a una dispersión célula-célula eficiente. Además, desempeña un papel impor-
tante para mantener la replicación in vivo (Meindl y Osterrieder, 1999). Por otra parte,
la proteína única IR6 forma estructuras filamentosas en las células infectadas y la
presencia de estas estructuras se correlaciona con la virulencia de la cepa RacH de EHV;
esta proteína es trasportada de célula a célula independientemente de la infección viral,
se colocaliza con la lámina nuclear en fases tardías de la infección y codifica una función
que facilita el egreso de la nucleocápside viral (Osterrieder et al., 1998). 

En un estudio de factores de virulencia de EHV, Schimmer y Neubauer (2003), repor-
taron que el UL11, una proteína temprana-tardía, tiene fuerte influencia en la viru-
lencia; similar a su homólogo UL11 de HSV, el cual está bien caracterizado. UL11 se
encuentra en abundante cantidad en los viriones extracelulares; se localiza en las
membranas celulares, especialmente en la región trans-Golgi de las células infectadas,
y aunque esta no es esencial para la replicación viral en cultivos celulares, su delección
tiene efectos negativos en la formación de placas en células RK-13 y en la unión de la
cepa RacH a estas mismas células.

Las glicoproteínas
Yao et al. (2003), usando un mutante de la cepa KyA de EHV, deficiente de los genes
que codifican para EICP0 y para la glicoproteína gp2, mostraron que esos genes no
son necesarios para la replicación viral en cultivo celular. Sin embargo, comparados
con la cepa silvestre, los mutantes presentan menor expresión de genes IT, tempranos
y tardíos, lo cual se explica por la pérdida de la actividad transactivadora de EICP0.
Además, también presentaron menor título viral extracelular y reducido fenotipo de
placa. Estos defectos del crecimiento están relacionados con la reducción de las pro-
teínas virales, especialmente de glicoproteínas, las cuales juegan un papel importante
en la adhesión, penetración, encapsidación, maduración, egreso y liberación de vi-
rión. Estudios paralelos sugieren que la gp2 está involucrada tanto en la adhesión
viral como en el egreso, y en el caso de la cepa KyA, en la dispersión directa célula-
célula de virus (Rudolph y Osterrieder, 2002). Sin embargo, el posible papel de EICP0
en la patogénesis de EHV permanece poco claro. Actualmente se está evaluando su
implicación con mutantes deletéreos de EICP0 de la cepa patogénica Racl11 en un
modelo murino (Yao et al., 2003).

En los últimos años se ha logrado un gran entendimiento de las funciones y propie-
dades de las glicoproteínas de EHV. Para todos los herpesvirus, las glicoproteínas de
envoltura gI y gE no son indispensables para la entrada viral y la replicación, pero
juegan un importante papel en la virulencia (Damiani et al., 1998). Estudios reali-
zados por Matsumura et al. (1998) reportaron que la delección de gI y gE reduce la
virulencia en potros infectados; los autores usaron la cepa KyA de EHV, adaptada a
cultivos celulares, la cual posee deficiencia por lo menos de seis genes, incluyendo los
que codifican por la gI y gE y es avirulenta en potros (Matsumura et al., 1996). Encon-



traron que cepas KyA mutantes con rearreglos en los genes codificantes por las gI y la
gE exhibían características de crecimiento y fenotipos de placa mayores que el de KyA
tipo silvetre, sugiriendo que las gI y/o gE de EHV están involucradas en la dispersión
viral célula-célula e in vivo tiene fuerte influencia en la virulencia de la cepa (Matsumura
et al., 1998). Además, se postula que gI/gE se encuentran en EHV formando un com-
plejo estable, el cual tiene un importante papel en la virulencia (Damiani et al., 2000).
De forma similar, la glicoproteína B (gB) de EHV se ha visto implicada de manera
esencial en el crecimiento viral en cultivos celulares. Estudios con mutantes deletéreos
para esta glicoproteína muestran infección individual de células sin formación de
placas, lo que sugiere que está implicada en la dispersión directa célulacélula; ade-
más, gB es altamente necesaria para la penetración del virus en las células (Neubauer
et al., 1997). Un estudio realizado en el mismo año, demostró que ratones infectados
con la cepa RacL11 mutante de EHV, la cual no poseía los ORF para las gB o gM, no
presentaban ningún signo de infección clínica, indicando que la delección de éstas
glicoproteínas neutralizaba la virulencia de la cepa viral (Neubauer et al., 1997).

Osterrieder (1999) demostró que la glicoproteína C (gC) es necesaria para la interac-
ción del virión con glicosaminoglicanos (GAG) de la superficie celular en líneas celu-
lares RK-13 y en la línea celular de células dérmicas equinas (Edmin337); es decir, es
esencial para la unión a las células blanco. Además, en el mismo estudio, usando un
mutante negativo para gC se encontró un crecimiento deficiente y disminución de más
de 100 veces del título viral extracelular, demostrando la implicación de la gC tanto en
penetración como en el egreso viral. La infección de ratones con el mutante defectuoso
en la gC no causo ningún signo de enfermedad compatible con la infección por EHV,
mientras que ratones infectados con la cepa parental (cepa RacL11) mostraron pér-
dida de peso masiva, altos títulos virales en pulmón y viremia, lo cual implica que la gC
está fuertemente relacionada con la virulencia de EHV (Osterrieder, 1999).

La glicoproteína M (gM) es una glicoproteína no esencial, altamente conservada en
todas las subfamilias herpesvirales. La forma madura de gM se encuentra formando
dímeros a nivel de la red trans-Golgi en las células infectadas y en los viriones extra-
celulares (Osterrieder et al., 1996); y requiere de la presencia del UL49.5 (gN) para su
completa maduración a la forma completamente glicosilada y funcional (Rudolph
et al., 2002). La delección de la gM en la cepa RacL11 lleva a una reducción del 50%
en el tamaño de la placa, comparado con la cepa silvestre, y a 50 a 100 veces menos
producción de virus extracelulares (Osterrieder et al., 1996). Estudios realizados por
Seybold et al. (2000), usando la cepa KyA, la cual es deficiente de gI y gE, demostraron
que la delección de la gM en esta cepa, lleva a un crecimiento débil del virus en cultivo
celular. Además la delección de los dominios de transmembrana de la gM de EHV
llevan a un procesamiento inadecuado de la glicoproteína y a la retención de molécu-
las en el retículo endoplásmico, las cuales en consecuencia no son incorporadas en
los viriones extracelulares; esto demuestra que la delección simultánea de las gM y
gI/gE, lleva a una disminución en el crecimiento, dispersión y liberación de las células
infectadas. Rudolph y Osterrieder (2002) establecieron que la delección simultánea
de las glicoproteínas gp2 y gM de la cepa RacH de EHV, llevan a una reducción en



200 veces de la producción de virus extracelular, pero tiene un efecto moderado en la
dispersión del virus célula-célula, demostrando que la patogenicidad de la cepa re-
quiere un efecto aditivo de éstas glicoproteínas. De igual manera, estudios in vivo
usando ratones BALB/c muestran que la delección del gen que codifica para la gM de
la cepa RacH de EHV, lleva a una ausencia de signos clínicos y bajos títulos virales en
los pulmones, disminuyendo así la patogenicidad en ratones, confiriendo un alto po-
tencial inmunogénico (Neubauer et al., 1997; Osterrieder et al., 2001).

La glicoproteína G (gG) se encuentra presente en la envoltura de los viriones y juega
un papel importante en la morfogénesis, adhesión a células y tropismo viral. Es secre-
tada de la célula infectada como un homodímero y existe en dos configuraciones dife-
rentes: puede entrar asociada al virión formando homodímeros unidos por puentes
disulfuro; su clivaje proteolítico no requiere de otras proteínas virales y puede existir
en forma libre (Drummer et al., 1998). Bryant et al. (2003) reportaron que la gG de
EHV tiene la capacidad de unirse a quimoquinas con alta afinidad, inhibiendo su ac-
tividad biológica in vitro. La gG bloquea la interacción de las quimioquinas con los re-
ceptores celulares y con GAG, inhibiendo las señales de traducción y migración. La
actividad de unión a quimioquinas, sugiere que esta actividad puede mediar la adhe-
sión del virus a la superficie de la célula que expresa quimioquinas, jugando un papel
importante en la determinación del tropismo celular y tisular in vivo.

La glicoproteína K (gK) es un trascripto bicistrónico tardío, el cual es codificado por
el gen ICP27 (Telford et al., 1992). Neubauer y Osterrieder (2004) estudiaron la
importancia de la gK en la patogénesis de la cepa KyA. Usando un virus mutante
deficiente de esta glicoproteína, demostraron que ella es importante para la replica-
ción in vitro, puesto que este mutante disminuyó significativamente sus títulos virales
en células RK-13. Está críticamente implicada en la dispersión viral directa célula-
célula y en la encapsidación y salida del virus, ya que estas preparaciones mostraron
disminución en la producción de virus extracelulares. Además, lograron demostrar
que la gK facilita la penetración del virus y es parcialmente responsable de la forma-
ción de sincitios en fases tardías de la infección. En conclusión gK está involucrada ya
sea en etapas tempranas del ensamblaje viral, antes de la división de las rutas para
dispersión célula-célula y liberación al ambiente extracelular, o bien se encuentra invo-
lucrada en el proceso de fusión de membranas. También en el mismo estudio, eva-
luando la expresión de proteínas tardías representativas como la gM, gB, UL34 o
UL45, se comprobó que la delección de gK no tiene influencia detectable sobre la
producción de otras proteínas tempranas o tardías (Neubauer y Osterrieder 2004).

La glicoproteína D (gD) de EHV es una proteína de 55 kDa, presente en viriones puri-
ficados y en extractos de células infectadas, compuesta por dos polipéptidos (Flowers
y O’Callaghan, 1992). Un estudio realizado por Wellington et al. (1996), usando un
virus con gD mutante, el cual tenía la gD clivada en su extremo N-terminal, mostró
que, in vitro, esta glicoproteína aumentaba los niveles de fusión célula-célula, indi-
cando el papel de esta en la transmisión directa del virus. Csellner et al. (2000), usan-
do mutagénesis insercional, construyeron un virus mutante en el cual la fase abierta



de lectura para la gD había sido cambiada, confirmaron que esta glicoproteína es im-
portante para la entrada del virus, y como el virus mutante no fue capaz de disper-
sarse para formar sincitios y placas, se concluyó que también es importante para la
fusión célula-célula. Además in vivo estos virus con la gD delecionada, poseen baja
patogenicidad en un modelo murino de enfermedad respiratoria, en el cual los rato-
nes presentaron muy bajo título viral en pulmones, sugiriendo que la progenie de una
ronda de replicación viral puede dispersarse más allá del sitio de la infección debido
a una deficiencia de gD en la envoltura del virión (Csellner et al., 2000; Ruitenberg et
al., 2001). Se ha observado que esta delección está asociada con baja virulencia en
equinos adultos, yeguas preñadas y potros, e induce una respuesta inmune similar a
la inducida por la infección natural (Ruitenberg et al., 2000; Foote  et al., 2005).

CONCLUSIONES

En la actualidad la infección por el EHV continúa siendo de gran importancia mundial
(Allen, 2004); por lo tanto, el estudio del virus y su conjunto (replicación viral, regula-
ción de la expresión génica, respuesta inmune etc.) son fundamentales para entender
la patogénesis. Estos estudios permitirán entender no solo las manifestaciones clínicas,
sino también, servirán como una alternativa para el desarrollo de técnicas que se pue-
dan aplicar y permitan controlar la infección, y por ende, la patogenia. La utilización
de cepas virales con patogenicidad disminuida para inmunizar equinos susceptibles a
la enfermedad es una de las mayores alternativas (Neubauer et al., 1997; Osterrieder
et al., 2001; Kirisawa et al., 2003). Igualmente el área de desarrollo de vacunas para
estos virus continúa abierto a la investigación, ya que los resultados obtenidos con las
vacunas comerciales con virus modificado (como Rhinomune®, Pneumabort K® etc.),
no son convincentes o son cuestionables (Ruiz, 2005). Por tanto, para el diseño de
nuevos modelos de vacunas modificadas, las cuales confieran alta protección y sean
completamente apatogénicas, así como para evaluar la virulencia de distintas cepas de
EHV, es necesario entender los mecanismos por los cuales el virus puede salir de una
célula infectada y ser transportado a grandes distancias, o infectar a una célula vecina,
dispersarse localmente dentro de un tejido o de un órgano infectado. 

Consecuentemente, la comprensión de la patogénesis de EHV, puede conducir a un
mejor entendimiento de las características de crecimiento de las diferentes cepas de
virus en cultivos celulares y su presentación en los animales. Estos conocimientos son
fundamentales para combatir una de las enfermedades virales más importantes de los
equinos, tema en el cual pretendemos encabezar una lucha pionera en el país, tra-
tando de abarcar desde los aspectos epidemiológicos hasta los aspectos moleculares,
en un campo poco explorado en la investigación en el país.
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