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͞͞EEssttrraatteeggiiaa  ddee  rreepprrooggrraammaacciióónn  ttrraadduucccciioonnaall  ddeell  vviirruuss  JJuunníínn  eenn  iinnffeecccciioonneess  iinn  vviittrroo::  eessttuuddiioo  ddee  llaass  

pprriinncciippaalleess  vvííaass  ddee  rreegguullaacciióónn  ddeell  iinniicciioo  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn͟͟  

 

Dentro de los factores que determinan el éxito de una infección viral  la eficiencia en la 

traducción de las proteínas del virus constituye un factor clave a la hora de definir tanto la 

citopatogenicidad como la virulencia de estos agentes. Los virus son parásitos intracelulares 

obligados, por lo cual dependen completamente de la maquinaria traduccional de la célula 

hospedadora para sintetizar sus proteínas. Esta dependencia los ha llevado a desarrollar distintas 

estrategias de reprogramación traduccional a fin de asegurar la competencia efectiva de sus mARNs  

con los mARNs celulares por la maquinaria de traducción. En este trabajo de tesis doctoral se analizó 

la estrategia de reprogramación traduccional utilizada por el virus Junín (JUNV) para lograr la 

traducción de sus mARNs. El estudio se centró fundamentalmente en el proceso de inicio de la 

traducción, evaluándose la participación del complejo eIF (eIF4E, eIF4A y eIF4GI) y del factor eIF2 y  la 

modulación de sus principales mecanismos de regulación.  

En este trabajo se demostró que JUNV es capaz de traducir las proteínas virales aún en 

ausencia del factor de unión al cap, eIF4E, a pesar de que sus mRNAs presentan dichas estructuras en 

sus extremos 5´. Esto fue comprobado mediante el empleo de inhibidores de la vía de 

PI3K/Akt/mTOR, principal vía regulatoria de la traducción dependiente del cap, observándose que la 

inhibición de PI3K  posterior a la entrada del virus no tuvo efectos significativos en la replicación de 

JUNV. Estos resultados fueron corroborados mediante el tratamiento con la droga rapamicina, un 

inhibidor del complejo mTOR/raptor, la cual no afectó la síntesis de antígenos virales. La expresión de 

una proteína dominante negativa de 4E-BP, proteína reguladora de eIF4E, tampoco afectó la 

replicación de JUNV, reforzando la idea de que el factor eIF4E no sería necesario en la replicación de 

JUNV. Asimismo, la inhibición de la vía de PI3K/Akt en un cultivo persistentemente infectado con 

JUNV tampoco afectó la síntesis de los antígenos virales.  

Por otro lado, se demostró un bloqueo en la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα ejercido por JUNV.  La 

fosforilación de este factor constituye uno de los principales mecanismos de la respuesta celular 

antiviral, mediante el cual la célula induce el bloqueo global de la traducción con el fin de impedir la 

replicación viral. La consecuencia de esta fosforilación es el secuestro de los factores de inicio de la 

traducción en estructuras citoplasmáticas denominadas gránulos de estrés (SGs). Los resultados 

obtenidos demostraron que el bloqueo en la fosforilación de eIFϮα inducido por JUNV inhibe la 

formación de SGs cuando las células infectadas son tratadas con un inductor de estrés oxidativo. Este 

impedimento sería mediado fundamentalmente por la expresión de los antígenos virales N y GPC y 
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tendría por finalidad mantener activo al factor eIF2 como así también asegurar el acceso a los 

factores de inicio de la traducción, que de otra manera podrían quedar secuestrados en los SGs. Esta 

modulación de la respuesta a la estrés celular no fue observada en los cultivos persistentemente 

infectados con JUNV, indicando que la ausencia de expresión de G1 y probablemente los bajos niveles  

de la proteína N en su forma completa serían responsables de que estos cultivos persistentemente 

infectados no logren bloquear la respuesta celular al estrés.  

Por otro lado, se demostró el requerimiento de los factores de inicio de la traducción del 

complejo eIF: eIF4A y eIF4G, mediante ensayos de silenciamiento y el empleo de inhibidores 

específicos, indicando una estrategia de traducción alternativa en la cual la participación de eIF4E, 

integrante canónico de dicho complejo, no sería requerida. Probablemente la  participación de una 

proteína viral en reemplazo del factor de unión al cap eIF4E, favorecería la traducción de los mARNs 

de JUNV, sin inducir un bloqueo en la síntesis de las proteínas celulares. La interacción de N con los 

factores eIF4A y eIF4GI, evaluada mediante ensayos de inmunoprecipitación y microscopía confocal, 

sugiere que esta proteína viral estaría formando parte de los complejos de traducción de los mARNs 

virales.   

 En función de los resultados expuestos se plantea un modelo de reprogramación traduccional 

para JUNV en el cual el factor de unión al cap, eIF4E, no sería mayoritariamente requerido para  la 

traducción de los antígenos virales. La actividad de este factor sería reemplazada por la proteína N 

que mediante su interacción con los factores eIF4A y eIF4GI constituiría los complejos de traducción  

del virus. Sin embargo, no puede descartarse la participación de eIF4E en la traducción inicial de los 

mARNs de N, hasta que los niveles de esta proteína puedan competir efectivamente con dicho factor. 

 

Palabras claves: virus Junín, nucleoproteína, traducción, eIF4E, eIF4A, eIF4G, eIF2, gránulos de estrés.  
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͞͞JJuunniinn  vviirruuss  ttrraannssllaattiioonnaall  rreepprrooggrraammmmiinngg  ssttrraatteeggyy::  ssttuuddyy  ooff  tthhee  mmaaiinn  rreegguullaattiioonn  ppaatthhwwaayyss  

dduurriinngg  iinniittiiaattiioonn  ooff  ttrraannssllaattiioonn͟͟  

 

Translation efficiency of viral proteins is a key factor in defining both cytopathogenicity and 

virulence of viruses, which are obligate intracellular parasites and entirely dependent on the cellular 

translational machinery to synthesize their proteins. This dependence has led them to develop 

different strategies of translational reprogramming to ensure effective competition of viral mRNAs 

with cellular mRNAs. In this doctoral thesis the translational reprogramming strategy used by Junin 

virus (JUNV) to achieve the translation of its mRNAs, was analyzed. The study was focused primarily 

on the process of translation initiation, to evaluate the involvement of eIF complex (eIF4E, eIF4A and 

eIF4GI) and the eIF2 factor and the modulation of main regulatory mechanisms.  

Results suggest that JUNV might be able to translate viral proteins even in the absence of the 

cap-binding factor, eIF4E, although its mRNAs have cap structures in their 5 'ends. This is supported 

by the fact that inhibitors of PI3K/Akt/mTOR pathway, the main regulatory pathway of cap-

dependent translation were effective only during virus entry but not on JUNV protein translation. 

Treatment of infected cells with rapamycin, an mTOR complex/raptor inhibitor and the expression of 

a dominant negative protein 4E-BP, eIF4E regulatory protein, had no effect on JUNV replication, 

reinforcing the idea that the eIF4E factor would not be required for JUNV replication. Furthermore, 

inhibition of PI3K/Akt pathway in a JUNV persistently infected culture did not affect the synthesis of 

viral antigens. 

 On the other hand, a blockage on the eIF2α phosphorylation exerted by JUNV was observed. 

Phosphorylation of this factor is one of the main mechanisms of the antiviral cellular response, by 

which cell induces a global translation blockade to prevent viral replication. The consequence of this 

phosphorylation is the sequestering of the initiation translation factors in cytoplasmic structures 

Ŷaŵed stƌess gƌaŶules ;“GsͿ. The ƌesults shoǁed that ďloĐkage iŶ the phosphoƌǇlatioŶ of eIFϮα 

induced by JUNV inhibits the formation of SGs when infected cells are treated with an oxidative stress 

inductor. This blockage would be mediated primarily by the expression of viral antigens N and GPC 

and would aim to keep eIF2 factor active to ensure virus access to initiation translation factors which 

might otherwise be sequestered into SGs. This modulation on the cellular stress response was not 

observed in cultures persistently infected with JUNV, indicating that the absence of expression of G1 

and probably low levels of the complete form of N protein would be responsible for these persistently 

infected cultures inability to block the cellular stress response.  
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Requirement of initiation translation complex eIF: eIF4A and eIF4G has been assessed by ARN 

interfering assays and the use of specific inhibitors. Results indicate an alternative translation strategy 

in which the involvement of eIF4E, a canon member of this complex would not be required. Probably, 

the involvement of a viral protein to replace the cap binding factor eIF4E, would favor the translation 

of JUNV mRNAs without inducing a blockage in cellular proteins synthesis. N interaction with eIF4A 

and eIF4GI factors was assessed by immunoprecipitation assays and confocal microscopy suggesting 

that this viral protein would be part of the translation complex of viral mRNAs.  

Based on the above results a model for JUNV translational reprogramming is presented. In 

this model, the cap-binding factor, eIF4E, would be replaced by N protein through its interaction with 

eIF4A and eIF4GI factors constituting the translation complex for viral proteins. However, it cannot be 

ruled out the involvement of eIF4E at the initial translation step of N mRNA, until the level of this 

protein can be high enough to compete effectively with this factor. 

 

Keywords: Junin virus, nucleoprotein, translation, eIF4E, eIF4A, eIF4G, eIF2, stress granules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Agradecimientos 

 

En primer lugar quiero agradecer a mi familia, por creer en mí y estar siempre presente. Por ser 
los pilares que me sostienen a través de la distancia. A Peter, por su paciencia y apoyo incondicional, por 
estar siempre a mi lado  y sobre todo  por ser el pilar que me sostiene en esta ciudad. Porque no creo 
poder escribir en un párrafo todo lo que representan estas personas en mi vida.  

 
Le agradezco eternamente al Dr. Luis Scolaro por darme un lugar en el laboratorio de Virología. 

Por haberme formado científicamente con paciencia y generosidad. Por dejarme intentar, por alegrarse 
con mis victorias y sostenerme en los fracasos. Por hacerme sentir muy valorada científicamente y sobre 
todo por el respaldo incondicional desde mi tesis de licenciatura. Por el compromiso absoluto que asume 
frente a la formación de sus becarios. Le quiero agradecer a Luis Albert por todos los momentos 
compartidos, por ser una excelente persona, por su incondicional generosidad, por los tres llantos 
acumulativos anuales. Por sentir que siempre conté con tu apoyo.   

 
Le agradezco a la Dra. Viviana Castilla, Pipi, por ser una excelente persona, madre y científica. Por 

ser el complemento perfecto de Luis Albert. Por escucharme y aconsejarme con mucho cariño. Por 
compartir sinceramente la alegría de mis logros y la tristeza de mis derrotas.  Por las tardes de enseñanza 
compartida en la nueva incursión del mundo adulto. Por la alegría que le pones a la vida Pipi. 

 
A Eliana Acosta, Eliané, por todos los buenos momentos de trabajo compartidos. Por la 

complicidad.  Por ser una excelente científica, compañera y amiga. Por creer que un inocente juego  de 
cartas puede pasar de ser de lo más divertido del mundo a lo más aburrido en sólo una milésima de 
fracción de segundo, por sorprendernos con eso. Por estar siempre, en mis mejores y peores momentos.  

 
A Pablo Fernández Bell Fano y  Carlos Bueno, por todos los momentos vividos. Por hacer mucho 

más fácil mi adaptación a esta enorme ciudad. Por su compañerismo y amistad. 
 
A la Dra. Nélida Candurra, Nelaida, por haberme aceptado con cariño en su laboratorio. Por sus 

consejos científicos y por su interés sincero.  A la Dra. Mónica Wachsman, Moñeque, por darle alegría al 
día a día del laboratorio. A la Dra. Elsa Damonte, por aguantar mis gritos, risas y llantos, sin levantar un 
ŵuƌo de ĐoŶteŶĐióŶ, aúŶ…A la Dra. Josefina Carlucci, por todas las aventuras vividas. Al Dr. Carlos Pujol, 
por su buen humor  y paciencia.  

 
A la Dra. Paula Ellenberg, la Dra. Cybele García, Carolina y Claudia. A todos los integrantes del 

laboratorio de Virología, mi hogar sustituto.  
 
A mis amigas del alma Flora, Gabi, Ana y Valen, por su eterna amistad y por el reencuentro 

mendocino de todos los años. A mi gran amiga Leticia Cabral, por todo lo compartido y por lo que aún 
resta por compartir. A mi amiga incondicional Cyntia Amorosi, porque la vida se encarga de 
reencontrarnos. A mis grandes amigos Sebastián López, Belén Jerez, Cecilia Pandolfo y Constanza Rezzano, 
porque cada encuentro es como si nunca nos hubiéramos separado. A Romi, Ali y Eva, por todos los 
buenos  momentos compartidos y por su gran amistad.   

 
Agradezco a la Dra. Graciela Boccaccio y al Dr. Luis Carrasco por su inestimable colaboración en la 

realización de parte de esta tesis doctoral.  



 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                LLaa  llóóggiiccaa  ppuueeddee  lllleevvaarrttee  ddee  AA  aa  BB……LLaa  iimmaaggiinnaacciióónn  ppuueeddee  lllleevvaarrttee  aa  ccuuaallqquuiieerr  llaaddoo……  

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                AAllbbeerrtt  EEiinnsstteeiinn



                                                                                                                                                                                              Indice 

 
 

IINNTTRROODDUUCCCCIIOONN  
 

            44  

1. Los Arenavirus 4 

1.1 Propiedades estructurales de los arenavirus 6 

1.2 Genoma viral 6 

1.3 Las proteínas virales 9 

1.3.1 Glicoproteínas virales 9 

1.3.2 La nucleoproteína viral 9 

1.3.3 La polimerasa viral 10 

1.3.4 La proteína Z 11 

1.4 El ciclo de multiplicación de los arenavirus 11 

1.5 Virus Junín: infección in vitro 14 

2. Interacciones virus-hospedador: Regulación del mecanismo de traducción 16 

2.1 Mecanismos de traducción proteica y sus principales puntos de regulación 17 

2.1.1 Inicio de la traducción 18 

2.1.1.1. Inicio de la traducción cap-dependiente 18 

2.1.1.2. Inicio de la traducción cap-independiente: traducción mediada por IRES  21 

2.1.2 Reprogramación traduccional: virus vs. Célula 22 

2.1.3 Principales puntos de regulación del inicio de la traducción 23 

2.1.3.1 Control del inicio de la traducción cap-dependiente: regulación del factor eIF4E 23 

2.1.3.1.a  Disponibilidad de eIF4E: Fosforilación de 4E-BP1 24 

2.1.3.1.b  Afinidad de eIF4E por el cap: fosforilación en Ser209  24 

2.1.3.2 Control del inicio global de la traducción: regulación de la fosforilación de eIF2 25 

2.1.3.3 Otros mecanismos de regulación viral del inicio de la traducción: degradación de                
eIF4G y PABP 

 
25 

2.1.3.4 Estrategias virales de traducción: estructura de los mARNs virales 26 

2.2  Vía de señalización PI3K/Akt: participación en la replicación viral 27 

2.2.1 PI3K/Akt/mTOR: su participación en la traducción cap-dependiente 28 

2.2.2 Otras implicancias de la activación de PI3K/Akt en la infección viral 30 

2.3  Control traduccional a través de eIF2α: respuesta al estrés celular 31 

2.3.1 Quinasas de eIF2α: sensores de estrés celular 32 

2.3.2 Gránulos de estrés: su relación con la inhibición del inicio de la traducción 33 

2.3.2.1 SGs y la infección viral 34 

2.3.3 Cuerpos de procesamiento: similitudes y diferencias con los SGs 
 

35 



                                                                                                                                                                                              Indice 

 
 

OOBBJJEETTIIVVOOSS  

 
      3377 

MMAATTEERRIIAALLEESS  yy  MMÉÉTTOODDOOSS  

 
      3388 

1. Líneas celulares  38 

2. Virus  38 

2.a Inactivación de virus con luz ultravioleta 38 

3. Drogas 39 

4.  Establecimiento de cultivos persistentemente infectados con JUNV 40 

5.  Ensayo de viabilidad celular (técnica del MTT) 40 

6.  Cuantificación de  virus 41 

6.a  Ensayo de infectividad viral 41 

6.b  Ensayo de adsorción/penetración 41 

6.c  Ensayo de internalización por plaqueo directo 41 

7.  Internalización de transferrina 42 

8.  Ensayo de Western blot (WB) 42 

9.  Técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) 44 

9.a  Determinación de antígenos virales 44 

9.b  Determinación de marcadores celulares 44 

9.c  Determinación de marcadores de citoesqueleto 46 

10.  Ensayo de inmunoprecipitación 46 

11.  Transfección de células con lipofectamina 47 

11.a  Transfección con ADN plasmídico 47 

11.b  Transfección con siARNs 48 

12. Ensayo de incorporación de marca radiactiva 48 

13.  Electroporación de células con la proteasa 2A de poliovirus 

 
48 

RREESSUULLTTAADDOOSS  

  
      5500 

CAPÍTULO I:  Regulación de la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR en el ciclo de      
multiplicación de JUNV 

 

 
50 

1.1 Efecto de la inhibición de PI3K en la infección aguda con JUNV 50 

1.1.1 Efecto del tratamiento con cafeína 51 

1.1.2 Efecto del tratamiento con  Ly294002 54 

1.1.3  Activación de PI3K/Akt durante la infección aguda de JUNV 58 

1.2 Participación de mTOR/raptor en la traducción de Los mARN virales 63 



                                                                                                                                                                                              Indice 

 
 

1.2.1 Efecto de la inhibición de mTOR/raptor mediante Rapamicina 63 

1.2.2 Análisis de la expresión de dominantes negativos de Akt y 4E-BP en la  replicación de 
JUNV 

 
65 

1.3 Participación de PI3K/Akt/mTOR/raptor en  la infección persistente de JUNV 68 

1.4 Conclusiones parciales capítulo I   

 

75 

CAPÍTULO II: RegulacióŶ del faĐtor eIF2α eŶ el ĐiĐlo de ŵultipliĐaĐióŶ de JUNV: respuesta 
al estrés celular 

 

 
76 

2.1 Estudio de la respuesta al estrés celular en la infección aguda de JUNV 76 

Ϯ.ϭ.ϭ  AŶálisis de la foƌŵaĐióŶ de gƌáŶulos de estƌés Ǉ fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα  76 

2.1.2 Estudio de la respuesta a distintos estímulos de estrés  en células infectadas con JUNV   78 

2.1.2.a  Estrés oxidativo 78 

2.1.2.b  Estrés de retículo endoplasmático 83 

2.1.2.c  Estrés inducido por hippuristanol 85 

2.1.3 Proteínas virales implicadas en la respuesta a estrés celular 86 

2.2 Estudio de la respuesta al estrés celular en la infección persistente de JUNV 89 

2.3 Conclusiones parciales Capítulo I  

 

94 

CAPÍTULO III: participación del complejo de inicio de la traducción eIF4F en la síntesis de 
las proteínas de JUNV 

 

 
95 

3.1 Participación del factor eIF4G 95 

3.2 Participación del factor eIF4A 105 

3.3 Análisis de  p97/NAT1/DAP5 durante la infección con JUNV 108 

3.4 Conclusiones parciales Capítulo III  

 

113 

DDIISSCCUUSSIIOONN  
  

  111144  

BBIIBBLLIIOOGGRRAAFFIIAA    112277  



                                                                                                                                                                                 Abreviaturas 

1 
 

µCi: micro Curie 
2Apro: proteasa 2A de poliovirus 
4E-BP: proteína de unión al factor eIF4E 
5´UTR: región 5´no traducida 
Å: armstrong 
Aac: aminoácido 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
AKT=PKB: serina/treonina proteína quinasa B 
ARN: ácido ribonucleico 
ARNdc: ARN de doble cadena 
mARN: ARN mensajero 
ARNr: ARN ribosomal 
ARNt: ARN de transferencia 
ATP: Adenosina tri-fosfato 
BMV: virus mosaico de la cebada 
BSA: albúmina sérica bovina 
Cap=7GpppN: 7 metil guanosina  
C-terminal: carboxilo terminal 
DABCO: 1,4-diazabiciclo octano 
DENV: Virus del Dengue 
DMEM: medio mínimo esencial modificado por Dulbecco 
DTT: dithiotreitol 
EBV: Virus de Epstein Barr 
ECL: enhanced chemilumenescence 
EE: endosomas tempranos (early endosomes) 
eIF2: factor 2de inicio de la traducción  
eIF4A: factor 4A de inicio de la traducción eucariota 
eIF4E: factor 4E de inicio de la traducción eucariota 
eIF4F: factores de inicio de la traducción del complejo 4F 
eIF4G: factor 4G de inicio de la traducción eucariota 
eIFs: factores  de inicio de la traducción eucariota 
EMCV: virus de la encefalomiocarditis murina 
ER: endosomas de reciclaje (recycling endosomes) 
EV: virus Ébola 
GCN2: Proteína quinasa regulada por deficiencia de aminoácidos 
GPC: precursor glicoproteico 
h/hs: hora/horas 
HCMV: citomegalovirus humano 
Hedls: subunidad mayor potenciadora de la degradación de cap humana 
HIV: virus de la inmunodeficiencia humana 
HPV: Virus de papiloma humano 
HRI: pƌoteíŶa ƋuiŶasa de eIFϮα ƌegulada poƌ el gƌupo Heŵo 
HSV: virus herpes simplex 
IFI: inmunofluorescencia indirecta 
IFN: interferón 
IGR: región intergénica 
IRES: sitio de entrada interna del ribosoma 
JUNV: virus Junín 
kDa: kilo Dalton 
L: ARN polimerasa viral ARN dependiente 
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mA: mili Amper 
MEM: medio mínimo esencial 
Met-tARNi: Metionil-ARN de transferencia iniciador  
min: minutos 
MOI: multiplicidad de infección 
mRNP: Complejo formado por mARN y ribonucleoproteinas 
mTOR: mammalian target of rapamycin 
MTT: (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio 
nm: nanómetro  
NP=N: nucleoproteína viral 
nt: nucleótido 
N-terminal: amino terminal 
p.i.: post infección 
PABP: Proteína de unión a Poli-A 
PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida 
PBs: cuerpos de Procesamiento (Processing bodies) 
PBS: solución salina de fosfatos 
PBS-T: solución salina de fosfatos con Tween 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PERK: pƌoteíŶa ƋuiŶasa de eIFϮα del ƌetíĐulo eŶdoplasŵátiĐo paŶĐƌeátiĐo 
PFA: paraformaldehído 
PI3K: fosfatidilinositol 3 -quinasa 
PKR: quinasa regulada por ARN doble cadena 
PMSF: fenil-metil-sulfonil-fluoruro 
Poli-A: poli adenilado 
PVDF: fluoruro de polivinilideno 
r.p.m: revoluciones por minuto 
RE: retículo endoplasmático 
RIPA: ensayo de radioinmuno precipitación 
RT-PCR: Reacción en cadena de polimerasa en tiempo real 
SARS: síndrome respiratorio agudo severo 
SB: solución de bloqueo 
seg: segundo 
segmento L: segmento Large 

segmento S: segmento Small 

Ser: serina 
SFB: suero fetal bovino 
SFV: virus de Semliki forest 
SGs: gránulos de estrés 
siARN: ARN pequeño de interferencia 
T°: temperatura 
TBS: solución salina de Tris 
TBS-T: solución salina de Tris con Tween 
Thr: treonina 
TIA-1: antígeno 1 interno de células T 
TIAR: proteína relacionada con TIA-1 
TRITC: iso-tiocianato tetrametil rodamina 
U: unidades 
ufp: unidades formadoras de placas 
UV: ultravioleta 
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V: volt 
VSV: virus de la Estomatitis Vesicular 
WB: western blot 
WNV: Virus West Nile 
Zn: zinc 
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11..    LLOOSS  AARREENNAAVVIIRRUUSS  

La familia Arenaviridae incluye 22 especies virales caracterizadas hasta el presente (Salvato y 

col., 2005). Recientemente han sido aislados nueve nuevos arenavirus cuya  clasificación taxonómica 

aún no ha sido realizada (Charrel y Lamballerie, 2010). Los arenavirus infectan roedores, con la 

aparente excepción del virus Tacaribe (TCRV), el cual sólo ha podido ser aislado a partir del 

murciélago Artibeus sp.. El virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV), prototipo de la familia, es el 

único de distribución mundial mientras que los demás arenavirus tienen distribución geográfica 

restringida al área de localización del roedor que actúa como hospedador natural de cada especie 

(Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los humanos son hospedadores accidentales de los arenavirus y su infección ocurre a través 

del contacto del hombre con las excretas y secreciones de roedores infectados. Es por este motivo 

que la dinámica poblacional del reservorio sea probablemente, uno de los parámetros más 

Tabla 1. Lista de especies de arenavirus  y arenavirus recientemente descubiertos, aún no clasificados, con sus 
respectivas características (Charrel y  de Lamballerie , 2010).                                                                                                

 

 

Virus Acrónimo Linaje Distribución Hospedador  
Allpahuayo ALLV NM-A Perú Oecomys bicolor, Oecomys paricola 

Amapari AMAV NM-B Brasil Oryzomys goeldi, Neacomys guianae 

Bear Canyon BCNV NM-Rec EEUU Peromyscus californicus, 

Neotoma macrotis 

Catarina  NM-Rec EEUU Neotoma micropus 

Chapare  NM-B Bolivia Desconocido 

Cupixi CPXV NM-B Brasil Oryzomys capito 

Dandenong  VM Australia Desconocido 

Flexal FLEV NM-A Brasil Oryzomys spp. 

Guanarito GTOV NM-B Venezuela Zygodontomys brevicauda, 

Sigmodon alstoni 

Ippy IPPYV VM República central de África Arvicanthus spp 

Junin JUNV NM-B Argentina Callomys musculinus 

Kodoko  VM Guinea Mus Nannomys minutoides 

Lassa LASV VM Africa occidental Mastomys natalensis 

Latino LATV NM-C Bolivia Callomys callosus 

*LCM LCMV VM mundial Mus musculus, M. domesticus 

Machupo MACV NM-B Bolivia Callomys callosus 

Mobala MOBV VM República central de África Praomys spp. 

Mopeia MOPV VM Mozambique, Zimbabwe Mastomys natalensis 

Morogoro  VM Tanzania  Mastomys sp. 

Oliveros OLVV NM-C Argentina Bolomys spp. 

Pampa  NM-C Argentina Bolomys spp. 

Parana PARV NM-A Paraguay Oryzomys buccinatus 

Pichinde PICV NM-A Colombia Oryzomys albigularis 

Pinhal  NM-C Brasil Calomys tener 

Pirital PIRV NM-A Venezuela Sigmodon alstoni 

Sabia SABV NM-B Brasil Desconocido 

Skinner Tank  NM-Rec EEUU Neotoma mexicana 

Tonto Creek  NM-Rec  Neotoma spp. 

Tacaribe TCRV NM-B Trinidad Artibeus bat 

Tamiami TAMV NM-Rec EEUU Sigmodon hispidus 

Whitewater Arroyo WWAV NM-Rec EEUU Neotoma spp. 

 *LCMV = virus de la Coriomeningitis Linfocitaria 
   NM = Nuevo mundo (clados A, B, C o Recombinante) 
   VM = Viejo Mundo 
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importantes y determinantes de la epidemiología de la infección en humanos. Los cuadros clínicos 

más graves son los ocasionados por la infección con los virus LASV, JUNV, MACV, GTOV y SABV los 

cuales provocan fiebres hemorrágicas en el oeste de África, Argentina, Bolivia, Venezuela y Brasil, 

respectivamente (Peters, 1996; Charrel y de Lamballerie, 2003).  

La familia Arenaviridae se divide en dos grupos principales: linajes del Viejo mundo 

(serocomplejo Lassa-LCMV) que comprende siete virus: LCM, LASV, MOPV, MOBV, IPPYV, Morogoro y 

Kodoko, y los linajes del Nuevo mundo (serocomplejo Tacaribe) constituidos por virus sudamericanos 

que comprenden al clado A  formado por los virus: PIRV, PICV, FLEV, PARV y ALLV; clado B formado 

por los virus: SABV, JUNV, MACV, GTOV, AMAV, TCRV, CPXV y Chapare; y clado C formado por los 

virus sudamericanos: OLVV y LATV (Figura 1). El origen de tres arenavirus norteamericanos WWAV, 

TAMV y BCNV estaría dado por un evento de recombinación entre virus de los linajes A y B, 

perteneciendo el extremo 5´ no codificante del segmento S  al linaje B, mientras que el extremo 3´, la 

región intergénica y el gen de N corresponderían al linaje A (Charrel y Lamballerie, 2003).  El 

descubrimiento reciente de nuevos arenavirus norteamericanos, Skinner Tank, Catarina, Tonto Creek 

y Big Brushy Tank, confirmó el  origen recombinante este segmento  (Figura 1) (Cajimat y col., 2007, 

2008; Milazzo y col., 2008).  

 

Figura 1. Relaciones filogenéticas de la familia Arenaviridae. En rojo, arenavirus del viejo mundo; en verde, arenavirus del 
nuevo mundo clado A; en azul, arenavirus del nuevo mundo clado B; en gris, arenavirus del nuevo mundo clado C; en 
violeta, arenavirus del nuevo mundo recombinantes. Panel izquierdo, filograma basado en la secuencia aminoacídica de la 
nucleoproteína viral (NP = N). Panel derecho, filograma basado en la secuencia aminoacídica del péptido señal y la 
glicoproteína 2. Los árboles fueron construidos con algoritmos de neighbor-joining y bootstrapping (200 pseudoreplicados) 
mediante el software MEGA 2 (Charrel  y  de Lamballerie, 2010). 
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11..11    PPRROOPPIIEEDDAADDEESS  EESSTTRRUUCCTTUURRAALLEESS  DDEE  LLOOSS  AARREENNAAVVIIRRUUSS  

  
Las partículas de los arenavirus presentan una envoltura lipídica, a partir de la cual se 

proyectan espículas glicoproteicas. Su forma es esférica o pleomórfica con un diámetro promedio de 

120 nm. Mediante estudios de microscopía electrónica se observó la presencia de ribosomas (20 -25 

ŶŵͿ deŶtƌo de las ŵisŵas, lo Ƌue les ĐoŶfieƌe uŶ aspeĐto ͞aƌeŶoso͟, heĐho del Đual  deƌiǀa el Ŷoŵďƌe 

de la familia (Figura 2a) (Buchmeier, 2002; Meyer y col., 2002; Rowe y col., 1970; Compans, 1993). El 

virión presenta un complejo multimérico anclado en la envoltura formado por las glicoproteínas G1 y 

GϮ pƌoĐesadas a paƌtiƌ del pƌeĐuƌsoƌ gliĐopƌoteiĐo, GPC;  uŶ ͞faĐtoƌ de ďƌotaĐióŶ͟ o pƌoteíŶa de 

matriz Z y la proteína N, asociada  al ácido nucleico viral. Sumado a estos componentes, se encuentra 

la ARN polimerasa ARN dependiente denominada L que junto con N y el ARN viral forman las dos 

nucleocápsides (Figura 2 b) (Neuman y col., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

11..22    GGEENNOOMMAA  VVIIRRAALL  

Los viriones contienen un genoma de ARN bi-segmentado de polaridad negativa, el cual está 

dispuesto como un complejo ribonucleoproteico en conformaciones circulares conocidas como 

nucleocápsides.  Los segmentos genómicos de los arenavirus fueron designados de acuerdo a su 

tamaño L (large) y S (small) (Figura 3),  de aproximadamente 7,2 y 3,5 kb, respectivamente. La 

relación entre el segmento S y L encontrada en las partículas virales no es equimolecular, ya que el 

segmento S se encuentra en mayor proporción que el segmento L (Romanowski y Bishop, 1983; 

Southern y col., 1987). El segmento S codifica para los componentes mayoritarios del virión: N y GPC . 

El segmento L codifica para las proteínas L y Z. 

 

 

 

(b) (a) 

Figura 2.  (a) Crio-electro micrografias de partículas virales. PICV (A), TACV (B) y LCMV (C) purificadas (Neuman y col., 
2005). Barra=500 A. (b) Representación esquemática de la organización de las proteínas estructurales de los arenavirus y 
su ubicación en la partícula viral (Neuman y col., 2005).  
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N 

L 

G1 + G2 
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Cada segmento de ARN genómico posee una estrategia de codificación ambi-sentido la cual 

dirige la síntesis de dos polipéptidos en orientaciones opuestas, cuyos genes se encuentran separados 

por una región intergénica (IGR). Las regiones codificantes de N y L son transcriptas a un ARNm 

complementario al ARN genómico, mientras que las regiones codificantes de GPC y Z son transcriptas 

a ARNm de sentido genómico (Figura 4). Es decir, una región de los segmentos S y L tiene sentido 

negativo, mientras que otra región no solapada con la anterior tiene polaridad pseudo-positiva, ya 

que todavía no existen evidencias que los ARN S y L puedan ser directamente traducidos para dar 

origen a las proteínas GPC y Z, respectivamente (de la Torre, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los ARNm subgenómicos, que no estarían poliadenilados en su extremo 3´, poseen en su 

extremo 5´ secuencias cortas adicionales (1 a 5 nt) terminadas en estructuras cap (Banerjee y col., 

1976; Kolakofsky y Garcin, 1993; Meyer y Southern, 1993). Esa característica sugiere que los 

 

NN  GGPPCC  
33´́  55´́  

NN  mmAARRNN    

TTrraadduucccciióónn  22  

NN  

55´́  33´́  

RReepplliiccaacciióónn  33  

TTrraannssccrriippcciióónn  44  

GGPPCC  mmAARRNN    

  GG22  

TTrraadduucccciióónn  55  

55´́  33´́  

33´́  55´́  

GG11                    

TTrraannssccrriippcciióónn  11  

Figura 4.  Estrategia de codificación ambisentido de arenavirus. N, nucleoproteína viral; GPC, precursor glicoproteico; G1, 
glicoproteína 1; G2 glicoproteína 2. 

Figura 3.  Organización genómica de los arenavirus (de la Torre, 2005). Los dos segmentos genómicos de los arenavirus L 
(large) y S (small). IGR región intergénica, NP = N = nucleoproteína, GPC precursor glicoproteico, Z, proteína de matriz y L, 
ARN polimerasa. 
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aƌeŶaǀiƌus podƌíaŶ iŶiĐiaƌ la síŶtesis de los ARNŵ ŵediaŶte uŶ ŵeĐaŶisŵo de ͞seĐuestƌo del Cap͟ 

(cap-snatching), como el descripto para los virus Influenza  (Bouloy y col., 1978) y bunyavirus (Bishop 

y col., 1983; Patterson y Kolakofky, 1984; Kolakofky y Hacker, 1991). Se postula que dicho mecanismo 

podría ser mediado por la polimerasa viral, dada su capacidad de unir y escindir ARN (Morin y col., 

2010).  

Asimismo, se ha encontrado dentro de la partícula viral el ARNm de la proteína Z, 

especulándose que el mismo podría participar en el inicio de la infección de los arenavirus. 

Actualmente, no es posible determinar si el ARNm de Z se deba considerar como un componente 

esencial de la partícula viral o simplemente asumir su presencia como consecuencia de un proceso de 

encapsidación impreciso. Sin embargo, dada la equivalencia molecular alta de esta especie de ARN 

dentro del virión, es tentador especular acerca de una función específica de este componente 

durante el inicio de la infección (Salvato y col., 1992; Salvato y Shimomaye, 1989).  

La región intergénica (IGR), posee la capacidad de formar un plegamiento estable en forma de 

horquilla (simple o doble dependiendo del arenavirus), debido a la presencia de secuencias 

complementarias las cuales se encuentran conservadas a través de la evolución de esta familia, 

sugiriendo un significado funcional importante, particularmente en la terminación transcripcional o, 

como también fue planteado en la encapsidación del genoma viral (Auperin y col., 1984, Lopez y 

Franze-Fernandez, 2007, Pinschewer y col., 2005). 

Los arenavirus poseen una secuencia nucleotídica conservada en los extremos 3´ de los 

segmentos genómicos L y S (17 de los primeros 19 nucleótidos son idénticos entre los ARN S y L), 

mientras que en los extremos 5´ de ambos segmentos genómicos se encuentra la secuencia inversa y 

complementaria de la misma. Se ha sugerido que estas secuencias terminales conservadas podrían 

representar el sitio de unión de L. Asimismo, se postula la formación de estructuras de duplex intra o 

inter segmentos con circularización del genoma como consecuencia de la complementariedad de las 

secuencias terminales, predicción que se encuentra sustentada por datos de microscopía electrónica 

(Meyer y col., 2002; Young y Howard, 1983). Las secuencias promotoras de la expresión génica y la 

replicación del genoma residen en los extremos 5´ y 3´ de los segmentos genómicos. Mediante el uso 

del sistema de minigenoma para LASV se determinó que el promotor funcionaría como un duplex 

(genoma circularizado). Mientras las primeras posiciones (1-ϭϮͿ fuŶĐioŶaƌíaŶ de ŵaŶeƌa ͞seĐueŶĐia 

espeĐífiĐa͟ ĐoŶ el Đoŵplejo de ƌepliĐaĐión, las posiciones 13 -19 sólo serían importantes para la 

complementariedad entre el promotor 5´ y 3´ lo cual sería relevante para la funcionalidad de la región 

promotora debido a la posibilidad de formación del duplex mencionado (Hass y col., 2006). 
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11..33  LLAASS  PPRROOTTEEÍÍNNAASS  VVIIRRAALLEESS  

  
11..33..11    GGlliiccoopprrootteeíínnaass  vviirraalleess  

Las glicoproteínas de los arenavirus se sintetizan como precursores glicoproteicos de 

aproximadamente 70 kDa, los cuales son procesados post-traduccionalmente en dos pasos 

secuenciales. El complejo glicoproteico maduro de JUNV, consiste en 3 subunidades asociadas de 

manera no covalente, obtenidos por clivaje de GPC: un péptido señal (SSP) de 58 aminoácidos, la 

glicoproteína G1 responsable de la interacción con el receptor celular y la proteína de 

transmembrana G2 con actividad fusogénica. Los dominios de G2 ricos en residuos hidrofóbicos (H) y 

polares (P) en los extremos amino y carboxilo terminal serían los responsables de mediar el evento de 

fusión célula-célula dependiente de pH (Gallaher y col., 2001; York y col., 2005). El procesamiento de 

GPC ocurre tardíamente en la vía secretora entre la red media y el trans Golgi, requiere de 

glicosilación previa y de la integridad del dominio citoplasmático de G2 (Kunz y col., 2003; Burns y 

Buchmeier, 1993). La proteasa responsable del primer evento de procesamiento aún no ha sido 

identificada, mientras que el segundo evento de procesamiento es mediado por una proteasa 

subtilasa celular (subtilisin kexin isozyme- 1/site-1-protease) SKI-1/S1P, enzima que se encuentra 

involucrada en el metabolismo del colesterol (Beyer y col., 2003; Lenz y col., 2001). Se ha demostrado 

que este procesamiento  no es requerido para la expresión de las glicoproteínas en la membrana 

celular pero es esencial para la incorporación de las mismas a los viriones y para la producción de 

partículas virales infectivas (Kunz y col., 2003). Ambos eventos de procesamiento, como así también, 

la presencia del SSP, son necesarios para la fusión de la envoltura viral con  membrana endosomal 

mediada por G2 (York y col., 2004).  

 

11..33..22    LLaa  nnuucclleeoopprrootteeíínnaa  vviirraall  

La proteína N, cuyo peso molecular varía entre 60 y 68 KDa dependiendo del arenavirus 

considerado, es la proteína viral más abundante, tanto en células infectadas como en los viriones, 

representando hasta un 70%  de las proteínas totales del virión (Vezza y col., 1977; 1978). 

Alineamientos de secuencias aminoacídicas de N de diferentes arenavirus han revelado un grado alto 

de conservación, tanto de secuencias como de motivos estructurales. Se considera que N posee los 

determinantes antigénicos del grupo (Buchmeier y col., 1977; Buchmeier y Oldstone, 1978). Los 

residuos de arginina y lisina son abundantes, apareciendo en clusters de dos o tres aminoácidos, 

presentando el extremo carboxilo-terminal un segmento conservado de 4 o 5 residuos básicos que 

podrían funcionar como un dominio de unión al ARN. Mediante el análisis bioinformático de la 
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secuencias aminoacídicas de N de diferentes arenavirus y mediante ensayos de unión a metales, se 

evidenció la presencia de un dominio de unión a Zn++, ubicado también en el extremo carboxilo-

terminal, el cual estaría involucrado en la unión de N al ARN viral (Parisi y col., 1996, Tortorici y col., 

2001a). 

La proteína N es el elemento estructural principal de las nucleocápsides virales, en las que se 

encuentra asociada a los ARNs genómicos y antigenómicos de cadena completa. Las nucleocápsides 

son estructuras biológicamente activas, que sirven como templado para la transcripción y replicación 

del genoma viral por parte de la polimerasa L. De esta manera las proteínas N y L son suficientes para 

dirigir la transcripción y replicación del genoma viral y el ciclo completo de replicación de ARN 

análogos a los ARN virales (Lee y col., 2000; López y col., 2001; Hass y col., 2006). Además se ha 

propuesto para N un rol como antiterminadora de la transcripción de los ARNm virales durante la 

infección por arenavirus (Tortorici y col., 2001a). Durante esos procesos es posible que la interacción 

entre N y L, demostrada en ensayos de co-inmunoprecitación (Jácamo y col., 2003), tenga un rol 

regulatorio.  

Otra de las funciones descriptas para la proteína N de un grupo representativo de arenavirus, 

con la excepción de TCRV, es la de bloquear la translocación nuclear del factor IRF-3, lo que resulta en 

una inhibición importante de la producción de interferón de tipo I. Esta función de la proteína N 

podría contribuir a la falla de la respuesta inmune innata en el control de la replicación de los 

arenavirus patógenos (Martínez-Sobrido y col., 2006; 2007).  Por otra parte se ha demostrado que las 

proteínas N y Z de LASV interactúan in vivo (Eichler y col., 2004). En concordancia con esos datos, la 

observación de viriones en estudios de criomicroscopía ubicaron a la proteína N como una capa de 

densidad interna, separada de la membrana lipídica por la proteína Z (Neuman y col., 2005). Estos 

datos sugieren que la interacción entre Z y N podría desempeñar un papel importante en el 

reclutamiento de las nucleocápsides en la membrana plasmática durante la maduración de las 

partículas virales.  

 

11..33..33    LLaa  ppoolliimmeerraassaa  vviirraall  

La proteína L (180-250 kDa) de los arenavirus es una ARN polimerasa ARN dependiente, cuya 

función es esencial en el evento de replicación/transcripción viral.  Alineamientos de secuencias 

mostraron la presencia de 6 dominios conservados con virus de ARN de polaridad negativa y dos 

regiones conservadas sólo entre las polimerasas de arenavirus y bunyavirus. La proteína L, junto con 

N, es un componente de las nucleocápsides (Buchmeier, 2002; Sanchez y de la Torre, 2005). 

Recientemente fue reportada la caracterización funcional y estructura cristalográfica de una región 

de 196 aminoácidos correspondientes al dominio N-terminal de L  de LCMV (dominio LN1). Dicho 
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dominio es capaz de unirse y escindir ARN, y por lo tanto se plantea que sería el responsable del 

mecanismo de robado del cap propuesto para los arenavirus (Morin y col., 2010).  

 

11..33..44  LLaa  pprrootteeíínnaa  ZZ  

La proteína Z (11 kDa) es la proteína más pequeña codificada por el genoma de los arenavirus. 

Esta proteína presenta en su secuencia un motivo RING-finger, con capacidad de unión a Zn. La 

coordinación de Zn++ entre los residuos de cisteína e histidina favorece la formación de multímeros 

de Z (Djavani y col., 1997).  

Se ha reportado la interacción de Z con diversas proteínas celulares, tales como la proteína de 

leucemia promielocítica (PML), las proteínas ribosomales P y el factor de inicio de la traducción 

eucariota eIF4E (Borden y col., 1998). La interacción de Z con eIF4E en cultivos celulares reprimiría  la 

síntesis de proteínas celulares específicas, tales como la ciclina D1, a nivel post-transcripcional. Esta 

represión podría también estar mediada por el secuestro de componentes ribosomales, tales como 

las proteínas de la subunidad ribosomal mayor P, cuya interacción con  Z ha sido observada en el 

núcleo de células infectadas con LCMV  (Campbell y col., 2000). Por otro lado, se ha sugerido que la 

proteína Z es un componente estructural de las nucleocápsides (Buchmeier, 2002), y que además, 

ejercería un rol fundamental en la brotación de partículas virales a partir de células infectadas (Perez 

y col., 2003). La función de Z respecto a la regulación de la transcripción y replicación es aún discutida 

ya que existen trabajos que señalan a Z como inhibitoria de la transcripción y replicación del ARN de 

LCMV y de TCRV (Cornu y de la Torre, 2001, Lopez y col., 2001), mientras que otros la señalan como 

necesaria para la síntesis tanto del ARNm como ARN genómico (Garcin y col., 1993). Se ha 

demostrado que el efecto inhibitorio de Z en la replicación y transcripción es dependiente de la 

integridad del dominio RING (Cornu y de la Torre, 2002). Las proteínas Z de los diferentes arenavirus 

poseen en su extremo carboxilo- terminal motivos conservados de prolinas (PPxY y P(T/S)AP), 

similares a los observados en proteínas de matriz de otros virus. Estos motivos se denominan motivos 

tardíos e intervienen en la interacción con diferentes proteínas celulares involucradas en el proceso 

de brotación viral.  

 

11..44    EELL  CCIICCLLOO  DDEE  MMUULLTTIIPPLLIICCAACCIIÓÓNN  DDEE  LLOOSS  AARREENNAAVVIIRRUUSS  

El ciclo de multiplicación de los arenavirus, cuya duración oscila entre 12-24 horas, ocurre 

exclusivamente en el citoplasma de las células infectadas y la progenie viral es liberada por brotación 

a partir de la membrana plasmática (Coto y col., 1970,; Meyer y col., 2002) (Figura 5).  
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AAddssoorrcciióónn::  Los arenavirus presentan un amplio tropismo celular. Consistente con estas 

pƌopiedades se ha ideŶtifiĐado al α-distroglicano (DG) como receptor de los arenavirus LCMV, LASV y 

OLVV ;MeǇeƌ Ǉ Đol., ϮϬϬϮͿ. “iŶ eŵďaƌgo  auŶƋue los ǀiƌus del ǀiejo ŵuŶdo utilizaŶ al α-DG como 

receptor, sólo los virus pertenecientes al clado C del nuevo mundo (Figura 1) utilizan dicho receptor 

para la entrada a células de embrión de ratón. Recientemente, se ha descripto como receptor celular 

para los virus del nuevo mundo pertenecientes a los clados A y B, entre los cuales se incluye los 

altamente patogénicos JUNV, MACV, GTOV y SABV al receptor de transferrina 1 (Radoshitzky y col., 

2007).  

PPeenneettrraacciióónn  yy  ddeessnnuuddaammiieennttoo::  La entrada de los arenavirus a la célula ocurre por un evento 

de endocitosis mediada por receptor. Se ha documentado para LCMV que la entrada ocurre a través 

de grandes vesículas desnudas (Borrow y Oldstone, 1994), que entran a la vía endosomal y son 

acidificadas al moverse dentro de la célula, mientras que para JUNV la entrada a la célula ocurre por 

endocitosis dependiente de clatrina (Martínez y col., 2007). El pH intravesicular decrece desde 6.2 en 

los endosomas tempranos hasta aproximadamente 5 al tiempo de alcanzar los lisosomas, 

compartimentos finales de la vía. La fusión entre la envoltura viral y la membrana de la vesícula es 

disparada al descender el pH, siendo 5.3 el pH óptimo para LCMV y JUNV (Castilla y col., 1994; Di 

Simone y Buchmeier, 1995). Cuando el interior de la vesícula alcanza este pH, el complejo 

glicoproteico sufre un cambio conformacional irreversible en el cual G1 se disocia del complejo. Esta 

disociación deja expuesto al péptido de fusión contenido en G2 el cual sufre cambios 

conformacionales en su estructura y de esta manera provocaría la fusión de la envoltura del virus y la 

membrana endosomal liberando así el material genético del virus en el citoplasma celular (Castilla y 

col., 1994, Di Simone y col., 1994, York y col., 2005). 

RReepplliiccaacciióónn  yy  ssíínntteessiiss  ddee  mmaaccrroommoollééccuullaass::  Una vez liberadas las nucleocápsides en el 

citoplasma, la estrategia de codificación ambisentido provee e impone un mecanismo de regulación 

temporal de la expresión génica de los arenavirus durante el curso de su ciclo de multiplicación. 

Experimentalmente se ha demostrado que el núcleo es importante para el ciclo de multiplicación, 

posiblemente la membrana nuclear sería requerida como soporte para la transcripción y replicación 

del ARN viral. Dado que se ha descripto la presencia de estructuras 5´ cap en los mARN de los 

arenavirus (Banerjee y col., 1976) se especula que la necesidad del núcleo también podría deberse a 

la adƋuisiĐióŶ de Đap ŵediaŶte uŶ ŵeĐaŶisŵo de ͞ƌoďado de Cap͟ del hospedadoƌ ;MeǇeƌ Ǉ Đol., 

2002).  

La síntesis del ARNm de N puede ocurrir en las células infectadas que han sido tratadas con 

inhibidores de la síntesis proteica, pero la progresión del ciclo de multiplicación mas allá de esta etapa 

queda bloqueado. Esto llevó a la especulación que N podría estar involucrada en la regulación de la 
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terminación de la transcripción en la región intergénica. En estadios tempranos de la infección 

cuando los niveles intracelulares de N son bajos, la progresión de la polimerasa sería arrestada en la 

región intergénica, y de esta manera sólo los mARN de N (segmento S) y mARN L (segmento L) serían 

sintetizados. A medida que los niveles de N se acumulan en el citoplasma de la célula infectada, N se 

uniría a la región intergénica de algunas moléculas de molde y permitiría la progresión de la 

polimerasa hacia el extremo 5´ del templado y de esta manera completaría la replicación del ARN 

antigenómico. Por el contrario el ARNm de GPC no es transcripto hasta que la replicación del ARN ya 

ha comenzado. Esta separación temporal de la expresión de N y GPC ha sido convalidada mediante 

estudios de cinética de expresión de estos antígenos virales. Asimismo, basados en la estrategia de 

codificación ambisentido, para las proteínas codificadas por el segmento L se podría esperar que la 

polimerasa L apareciera en el citoplasma tempranamente respecto de síntesis de Z. Por el contrario si 

el ARNm de Z se encuentra en el virion, Z se sintetizaría antes que L en el curso del ciclo de 

multiplicación viral en la célula infectada (Meyer y col., 2002). Según un primer modelo, es muy 

probable que el contenido intracelular y la distribución de N sean críticos para la regulación de niveles 

relativos de transcripción y replicación en las células infectadas con arenavirus (Tortorici y col., 

2001a). Un modelo alternativo propone la existencia de dos complejos diferentes conteniendo la 

polimerasa, los cuales estarían comprometidos a la transcripción o a la replicación desde el inicio de 

dichos procesos, los cuales no competirían entre sí. La polimerasa estaría comprometida a uno de los 

mismos cuando se produce la iniciación en el extremo 3´, ya sea utilizando un primer con cap para el 

pƌoĐeso de la tƌaŶsĐƌipĐióŶ o eŵpleaŶdo uŶ ŵeĐaŶisŵo de ͞pƌiŵe-and-ƌealigŶ͟ paƌa la ƌepliĐaĐióŶ 

del genoma viral (Pinschewer y col., 2003). 

Se ha reportado que Z ejercería su función inhibitoria mediante su interacción con la proteína 

L posiblemente provocando un cambio conformacional en su estructura, lo cual alteraría su capacidad 

de iniciar la replicación del ARN viral (Jacamo y col., 2003). Altos niveles de Z a tiempos tardíos de la 

infección podrían ser requeridos para la maduración y brotación viral (Cornu y de la Torre, 2002). 

Asimismo, se ha sugerido que Z podría interactuar con las estructuras secundarias presentes en la 

IGR, reclutando al genoma y a los distintos componentes proteicos durante el ensamblado de las 

partículas virales (Pinschewer y col., 2005).  

EEnnssaammbbllaajjee::  El ARN sintetizado de largo completo y de sentido genómico es utilizado para la 

formación de la progenie viral. Cabe destacar que solo los ARN genómico y antigenómico se 

encuentran formando cápsides unidos fuertemente a N (Pinschewer y col., 2003).  

BBrroottaacciióónn::  Los arenavirus brotan desde la membrana plasmática, lo que involucra una 

asociación entre N y la membrana del hospedador enriquecida en glicoproteínas virales. Las proteínas 

con dominios tardíos tienen un rol esencial en los últimos pasos de la brotación viral. Las proteínas 
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celulares TSG101 y Nedd4, las cuales forman parte del sistema del direccionamiento vacuolar de 

proteínas (VPS vacuolar protein sorting), interaccionan con los dominios tardíos P(T/S)AP y PPxY, 

respectivamente, presentes en las proteínas Z de los diferentes arenavirus. Dicha interacción recluta 

a estas proteínas al sitio del ensamblado de los componentes virales, lo cual es necesario para la 

brotación de la progenie viral (Perez y col., 2003). La brotación de las partículas virales desde la 

membrana plasmática involucraría una compleja interacción entre las proteínas virales y proteínas de 

la maquinaria celular VPS, incluyendo TSG101, VPS4A y VPS4B (Urata y col., 2006).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

11..55..  VVIIRRUUSS  JJUUNNÍÍNN::  IINNFFEECCCCIIÓÓNN  IINN  VVIITTRROO  

JUNV es capaz de crecer in vitro en una amplia variedad de sustratos celulares sin producir 

efecto citopático aparente, con la excepción de células Vero, HeLa y MRC5 (Weissenbacher y 

Damonte, 1983, Weber y col., 1985). Este efecto ocurre durante los primeros estadios de la infección, 

definiendo lo que se conoce como etapa aguda de la misma, en donde los niveles de multiplicación 

viral son máximos. A partir de 10 días post-infección las células sobrevivientes a la acción viral 

Figura 5.  Ciclo de multiplicación de los arenavirus. 
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comienzan a repoblar el cultivo estableciéndose un equilibrio entre el virus y la célula, que da origen a 

lo que se conoce como etapa persistente. De manera similar a lo observado para LCMV, la transición 

desde la infección aguda a la persistente está caracterizada por una reducción en la liberación de 

progenie viral infecciosa y por una reducción de la expresión G1 en la superficie de la célula infectada. 

Sin embargo los cultivos poseen capacidad fusogénica demostrándose la presencia de la glicoproteína 

G2. Asimismo, en algunos casos se observó un patrón de expresión diferencial de la nucleoproteína 

viral en el citoplasma de las células persistentemente infectadas con JUNV (Carballal y col., 1980, 

Ellenberg y col., 2002). 

Estos cultivos, además de ser morfológicamente indistinguibles de las células no infectadas, 

se caracterizan por ser resistentes a la sobreinfección con virus homólogo y antigénicamente 

relacionado (Damonte y Coto, 1979; Damonte y col., 1978; Weber y col., 1985). En un cultivo de 

células Vero persistentemente infectado con JUNV no virogénico se comprobó que JUNV 

sobreinfectante fue capaz de adsorberse y penetrar pero no de sintetizar la cadena complementaria 

del genoma viral, paso intermediario necesario para la replicación del genoma del virus. Asimismo, la 

resistencia a la sobreinfección observada en estos cultivos fue atribuida a un factor asociado a células, 

dado que esta resistencia fue conferida a células susceptibles cuando las mismas fueron co-cultivadas 

junto con células persistentemente infectadas, mientras que sobrenadantes de células 

persistentemente infectadas no mostraron esta capacidad. Más aun, la resistencia a la sobreinfección 

con virus homólogo, que mostraron dichos cultivos, fue correlacionada a la expresión de N en dichas 

células (Ellenberg y col.,2004). 

En la mayoría de los trabajos realizados, en los que se estudiaron cultivos virogénicos, se 

describe la existencia de un patrón cíclico y niveles reducidos de liberación de virus infeccioso, con 

períodos de ausencia de liberación de progenie viral y producción en algunos casos de partículas 

defectivas interferentes (D.I.) (Candurra y Damonte, 1985; Help y col., 1976; Ellenberg y col., 2007).  

Cultivos de células BHK-21 persistentemente infectadas con JUNV mostraron una resistencia parcial, 

no mediada por interferón, ni partículas D.I. a la sobreinfección con virus homólogo o 

antigénicamente relacionado a JUNV. En estos cultivos se comprobó que una alteración a nivel de la 

brotación viral determinado por la sobreexpresión de la proteína celular TSG-101, sería responsable, 

en parte, de la resistencia a la sobreinfección característica de estos cultivos (Ellenberg y col., 2007).  
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22..  IINNTTEERRAACCCCIIOONNEESS  VVIIRRUUSS--HHOOSSPPEEDDAADDOORR::  RREEGGUULLAACCIIÓÓNN  DDEELL  MMEECCAANNIISSMMOO  DDEE  TTRRAADDUUCCCCIIÓÓNN  

Los virus son parásitos intracelulares obligados y como tales han desarrollado distintas 

estrategias como marco en su relación con el hospedador a fin de asegurar su supervivencia en la 

naturaleza. El destino de una infección está determinado por la capacidad del agente de infectar y 

replicar dentro del hospedador y por la habilidad del hospedador de responder eficientemente ante 

la infección a través de su sistema inmune (Thomsen y col., 2000). En un individuo 

inmunocompetente el control primario de una infección aguda es llevado a cabo por la respuesta 

inmune innata y adaptativa, lo cual representa para el patógeno una compleja barrera a superar. Sin 

embargo, además de evadir al sistema inmune, el virus debe sortear un nivel de control secundario 

que se interrelaciona con dicho sistema: el control a nivel celular. La dependencia completa de los 

virus por los factores de la célula huésped, hace que el control a nivel celular sea imprescindible en la 

regulación de la infección viral (Ghazal y col., 2000). 

La replicación exitosa de un virus requiere del establecimiento de un entorno favorable que 

responda a sus necesidades de síntesis de macromoléculas. Generalmente durante este proceso se 

generan alteraciones sustanciales en la fisiología celular que activan respuestas de estrés alertando a 

la célula acerca de problemas metabólicos y de síntesis. La inducción de esta respuesta a estrés tiene 

como fin la  activación mecanismos de reparación o, en caso de que esta reparación no sea posible, 

inducir finalmente la muerte celular por apoptosis. El resultado de la activación de esta respuesta 

tienen muchos efectos que pueden ser beneficiosos o perjudiciales en la biología del virus 

(Buchkovich y col., 2008).  Una de las mayores respuestas al estrés celular la constituye el bloqueo 

temporario de la traducción de proteínas mediante el cual la célula frena, empleando diferentes 

ŵeĐaŶisŵos, la tƌaduĐĐióŶ de ŵARNs Ƌue ĐodifiĐaŶ geŶes de ͞ŵaŶteŶiŵieŶto͟ ;housekeeping) 

priorizando la síntesis de proteínas chaperonas y enzimas necesarias para hacer frente a la situación 

de estƌés. La iŶduĐĐióŶ de la fosfoƌilaĐióŶ de la suďuŶidad α del faĐtoƌ de iŶiĐio de la tƌaduĐĐióŶ eIFϮ 

;eIFϮαͿ, feŶóŵeŶo estƌeĐhaŵeŶte ƌelaĐioŶado ĐoŶ la ƌespuesta aŶtiǀiƌal, ĐoŶstituǇe uŶo de 

principales mecanismos de inhibición global de la síntesis proteica (Gale y col., 2000). La consecuencia 

morfológica de esta inhibición es la  rápida formación de agregados granulares citoplamáticos, 

conocidos como gránulos de estrés (SGs), que actúan como sitios de almacenamiento transitorio de 

los mARNs (Anderson y Kedersha., 2002; 2006). La inhibición de la traducción cap-dependiente 

mediante el bloqueo de la vía de señalización de la fosfatidilinositol-3-quinasa/Proteína quinasa 

B/mTOR (PI3K/Akt/mTOR), constituye otro de los mecanismos de respuesta celular tendientes a 

reprimir la síntesis proteica (Buchkovich y col., 2008).  
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La inhibición de la traducción tiene por finalidad permitir que la célula se recupere del estrés 

al que fue sometida, sin embargo, en muchos casos resulta perjudicial en el ciclo de replicación de los 

virus para los cuales el mantenimiento de la síntesis de proteínas es crucial (Buchkovich y col., 2008). 

  
22..11  MMEECCAANNIISSMMOOSS  DDEE  TTRRAADDUUCCCCIIÓÓNN  PPRROOTTEEIICCAA  YY  SSUUSS  PPRRIINNCCIIPPAALLEESS  PPUUNNTTOOSS  DDEE  RREEGGUULLAACCIIÓÓNN 

En las células eucariotas existen dos mecanismos principales de traducción de proteínas 

definidos en función de la presencia o ausencia de una estructura 7-metil guanosina  (7GpppN) (cap), 

en el extremo 5´de los mARNs: mecanismo de traducción cap-dependiente o mecanismo de 

traducción cap-independiente, respectivamente. 

La mayoría de los mARNs celulares se traducen mediante un mecanismo cap-dependiente en 

el cual el reconocimiento del cap, por factores específicos, es un requisito imprescindible para la 

unión del mismo al complejo ribosomal de preiniciación 43S. El cap además de otorgarle estabilidad al 

mARN y ser fundamental en el mecanismo de exportación nuclear, le otorga a la célula la ventaja de 

regular finamente la expresión génica estimulando o reprimiendo la traducción de mARNs 

específicos, usualmente a través de fosforilaciones reversibles de los factores de traducción (Merrick 

y Hershey, 1996).   

Sin embargo ciertos mARNs pueden ser traducidos mediante un mecanismo cap-

independiente. El ejemplo más estudiado de este tipo de traducción es la traducción mediada por 

IRES (sitios de entrada interna al ribosma), la cual fue descubierta en 1988 durante estudios de la 

replicación de poliovirus y del virus de la encefalomiocarditis murina (EMCV) (Jang y col., 1988; 

Pelletier y Sonenberg, 1988). La presencia de estructuras IRES en el extremo 5´de los mARNs, media la 

unión de los mismos al complejo de preiniciación 43S, prescindiendo del cap. Este mecanismo de 

traducción es empleado por algunos virus, como una estrategia para favorecer la traducción de sus 

mARNs  frente al shutt-off de la traducción proteica cap-dependiente desencadenado por la 

infección.  Sin embargo la traducción mediada por IRES no está restringida a los agentes virales, 

muchos mARNs celulares también usan IRES para incrementar la traducción de determinadas 

proteínas en condiciones tales como la mitosis, pro-apoptosis o respuesta al estrés, donde el bloqueo 

global impuesto a la mayoría de los mARNs con cap, es evadido mediante la presencia de estas 

estructuras. 
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22..11..11  IInniicciioo  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn  

La síntesis de proteínas es un proceso complejo sujeto a una importante regulación fisiológica,  que 

puede ser dividido en tres etapas fundamentales: inicio, elongación y terminación  siendo la primera 

etapa el mayor blanco regulatorio del control traduccional.  

El inicio de la traducción involucra la interacción entre los factores de inicio eucariotas 

(eukaryotic initiation factors, eIFs), los ácidos ribonucleicos mARNs, rARNs y tARNs y las subunidades 

ribosomales 40S y 60S. Sin embargo estas interacciones difieren en función de la presencia o no del 

cap en el extremo 5´de los mARNs, por lo cual  a continuación se presentan los principales eventos 

que ocurren en cada caso. 

 

22..11..11..11  IInniicciioo  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn  ccaapp--ddeeppeennddiieennttee      

El inicio de la traducción de los mARNs con cap puede ser divido en tres etapas principales: 

Formación del complejo ternario eIF2-GTP-Met-tARNi, formación del complejo de unión al cap eIF4F y 

búsqueda del codón de inicio (Figura 6). 

 

 Formación del complejo ternario eIF2-GTP-Met-tARNi:  

La unión del mARN a la subunidad ribosomal 40S requiere una serie de eventos  que 

comienzan con la formación de un complejo ternario constituido por el factor de inicio de la 

traducción eIF2, una molécula de GTP y un tARN iniciador (eIF2-GTP-Met-tARNi) (Trachsel H, 1996). 

Este complejo ternario es posteriormente reclutado a la subunidad ribosomal 40S la cual a su vez está 

asociada a los factores de inicio de la traducción eIF3 y eIF1A, formando de esta manera el complejo 

de pre-iniciación 43S. El factor eIF3 facilita la unión del complejo de pre-iniciación al mARN a través 

del reclutamiento del complejo de unión al cap, eIF4F, que se encuentra unido a la estructura 5´cap 

de los mARNs (Merrick y Hershey,  1996; Pain, 1996). 
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 Formación del complejo de unión al cap (eIF4F):  

eIF4F es un complejo multiproteico cuyo núcleo principal se encuentra constituido por la 

proteína de unión al cap, eIF4E, una proteína de andamiaje, eIF4G y la ARN helicasa ATP-dependiente, 

eIF4A. El ensamblaje del complejo eIF4F alrededor del mARN es dependiente de eIF4E el cual 

reconoce y se une a la estructura 5´cap de los mismos. Este paso es obligatorio para el comienzo de la 

traducción cap-dependiente. eIF4A participa en el inicio de la traducción desensamblando la 

estructura secundaria de la región 5´no traducida (5´UTR) de los mARNs facilitando de esta forma la 

búsqueda del codón de inicio por parte de la subunidad ribosomal 40S. El factor eIF4A por si mismo 

Figura 6. Esquema simplificado del mecanismo de traducción cap-dependiente de mARNs eucariotas. 40S y 80S 
representan a la subunidad ribosomal menor y al ribosoma de elongación, respectivamente. AUG, codón de inicio de la 
traducción. TER,  codón de terminación de la traducción. Aac, aminoácido. En el esquema no se representa el extremo 
3´del mARN. Adaptado de Gale y col., 2000. 

MECANISMO DE TRADUCCIÓN CAP-DEPENDIENTE 
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posee relativamente poca actividad ATPasa y helicasa, sin embargo estas actividades son estimuladas 

por el factor eIF4G y por los factores eIF4B y eIF4H  (Rogers y col., 2002). El factor eIF4G actúa como 

una proteína de andamiaje que coordina el ensamblaje del complejo de inicio de la traducción, 

mediando la unión del mARN a la maquinaria de traducción (Prevot y col., 2003). En humanos existen 

dos isoformas de eIF4G denominadas eIF4GI y eIF4GII, los cuales muestran una moderada homología 

de secuencias (46%  de identidad) (Figura 7a) pero poseen actividades bioquímicas globales muy 

similares (Gallie y Browning, 2001; Tarun y col., 1997). eIF4GI, es considerado el prototipo de la 

familia y actúa como la piedra angular de la formación del complejo eIF4F,  ya que presenta dos sitios 

de unión para eIF4A y un sitio de unión para eIF4E. eIF4GI presenta además un sitio de unión a eIF3, 

cuya interacción es crítica para mediar la unión del cap-mARN al complejo de pre-iniciación 43S 

(Figura 7a). Finalmente eIF4GI también media la interacción de la estructura 5´cap con el extremo 

poli-adenilado (poli-A) de los mARNs, mediante la interacción con la proteína de unión a 3´poli-A, 

PABP. El extremo 3´poli-A de la mayoría de los transcriptos se encuentra rodeado  por múltiples 

copias de la proteína PABP, la cual constituye una proteína ubicua esencial para el inicio de la 

traducción y el turn-over de los mARNs. La interacción de PABP con eIF4G causa la circularización del 

mARN formado un puente entre los extremos 5´y 3´ denominado modelo del círculo cerrado (Figura 

7b). Esta circularización aumentaría la eficiencia de traducción contribuyendo a la estabilización del 

mARN y del complejo 5´cap y favoreciendo el reclutamiento eficiente y reciclaje de las subunidades 

ribosomales (Gale y col., 2000).  

Además de estos homólogos funcionales, la familia eIF4G también comprende una proteína 

que solo presenta homología con una parte del extremo carboxilo terminal de eIF4GI (31%  de 

identidad). Esta proteína denominada p97/NAT1/DAP5  fue aislada por tres grupos independientes,  y 

es una proteína ubicua, abundantemente expresada en tejidos normales y líneas celulares (Imataka y 

col., 1997; Levy-Strumpf y col., 1997; Yamanaka y col., 1997). Esta proteína se caracteriza por  la 

ausencia de los dominio de unión a PABP y eIF4E (presentes en el extremo amino terminal de eIF4GI), 

y la presencia de los dominios de unión a los factores eIF4A y eIF3 (Figura 7a). Los primeros reportes 

acerca de la función de esta proteína, indicaron que la sobreexpresión de la misma en cultivos de 

células inducía la inhibición tanto de la traducción cap-dependiente como de la traducción mediada 

por IRES, sugiriendo que su función sería la regulación negativa de la traducción (Imataka y col., 1997; 

Yamanaka y col., 1997). Reportes posteriores sugirieron que dicha proteína constituye un factor de 

traducción activado por caspasas, que media la traducción cap-independiente de diversos IRES 

celulares entre los que se encuentran los mARNs de Apaf-1, c-myc, HIAP2, XIAP e incluso de su propio 

mensajero (Nevins y col., 2003; Warnakulasuriyarachchi y col., 2004; Henis-Korenblit y col., 2000, 

2002). Sin embargo otros estudios mostraron que, contrariamente a lo esperado, p97 actuaría como 
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un activador traduccional en célula estresadas, que no requeriría el clivaje mediado por caspasas para 

su activación (Nousch y col., 2007).  Sobre la base de estos resultados descriptos,  hasta el momento 

la función de p97/NAT1/DAP5  es controversial y permanece en estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Búsqueda y selección del AUG:   

 Luego de la asociación con el mARN, el complejo de pre-iniciación 43S comienza la búsqueda 

del extremo 5´del mARN y continúa recorriéndolo hasta que el Met-tARNi interactúa con el codón de 

inicio AUG.  Una vez que el Met-tARNi se asocia con el codón de inicio, se produce la hidrólisis de la 

molécula de GTP del complejo ternario. Este proceso promueve la liberación de los factores de inicio 

de la traducción y la posterior unión de la subunidad ribosomal 60S, formando el complejo de 

iniciación 80S. Este último complejo media posteriormente la fase de elongación de la traducción 

(Jackson, 1996; Merrick y Hershey, 1996).  

 

22..11..11..22  IInniicciioo  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn  ccaapp--iinnddeeppeennddiieennttee::  ttrraadduucccciióónn  mmeeddiiaaddaa  ppoorr  IIRREESS  

El mecanismo de traducción dependiente de IRES se caracteriza principalmente por la unión 

directa del ribosoma al codón de inicio del mARN (o a una posición cercana), prescindiendo del paso 

de formación del complejo eIF4F y la posterior búsqueda de dicho codón de inicio desde la región 5´ 

cap.  El mecanismo molecular preciso mediante el cual la maquinaria de traducción celular reconoce 

al IRES es poco conocido.  Sin embargo se sugiere que factores de traducción canónicos, como así 

también proteínas celulares específicas, que normalmente no están involucradas en el inicio de la 

traducción, denominadas factores transactivadores de IRES (ITAFs), serían fundamentales en este 

(b) 

Figura 7.  (a) Familia de factores eIF4G y sus proteínas de interacción. Representación esquemática de eIF4GI, eIF4GII y 
p97. Los dominios de interacción de eIF4GI con eIF4A, eIF3, Mnk-1, PABP y eIF4E, son indicados mediante la posición de 
aminoácidos de cada dominio. La homología entre eIF4GII y p97 es indicada como porcentaje de identidad de aminoácidos 
respecto de eIF4GI. (Prévot y col., 2003). (b) Modelo del complejo de traducción del círculo cerrado de mARNs. El complejo 
de inicio de la traducción eIF4F unido a la estructura 5´cap del mARN  interactúa con el extremo 3´mediante la  unión con 
proteína PABP. Esta interacción es mediada por el factor eIF4G que a través de sus dominios de unión a eIF4E y PABP, 
promueve la circularización del mARN (Prévot y col., 2003).  
 

PPrrootteeíínnaass  ddee  
iinntteerraacccciióónn  

(a) 
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proceso de reconocimiento (Niepmann  2009; Fitzgerald y Semler, 2009; Stoneley y Willis, 2004;  

Belsham y Sonenberg, 2000; Lewis y Holcik, 2008). La lista de ITAFs conocidos está creciendo 

continuamente, siendo los más extensamente estudiados el autoantígeno humano La (La), la proteína 

de unión a polipirimidinas (PTB) y las ribonucleoproteínas heterogéneonucleares A1 (hnRNPA1),  

entre otras.  

Dado que no hay similitudes significativas, ya sean estructurales o mecanísticas, entre los IRES 

correspondientes a distintos mARNs (Filbin y Kieft, 2009; Balvay, 2009; Semler y Waterman, 2008), la 

combinación de factores de traducción e ITAFs  necesaria para  iniciar la traducción de un IRES es muy 

variable. El IRES del virus de la hepatitis C, por ejemplo, se une directamente a la subunidad ribosomal 

40S prescindiendo de los factores de inicio eIF1A, eIF4A, eIF4B y eIF4E, mientras que el IRES de 

picornavirus, requiere la participación de eIF4G  para su unión al ribosoma. Por otro lado, estudios 

funcionales in vitro revelaron que la eficiencia de la actividad traduccional de algunos IRES requiere 

de una combinación específica de varios ITAFs: PTB e ITAF45 para el IRES del virus aftosa (Andreev y 

col., 2007);  PTB, La, hnRNPA1, Unr y la proteína-2 de unión a poli (rC) (PCBP2) para el IRES de 

rinovirus (Hunt y Jackson, 1999; Fitzgerald y Semler, 2009), entre algunos ejemplos. 

 

22..11..22  RReepprrooggrraammaacciióónn  ttrraadduucccciioonnaall::  vviirruuss  vvss..  ccéélluullaa  

La  dependencia obligada de los virus por la maquinaria de la célula huésped, justifica el 

hecho de que estos agentes hayan desarrollado un amplio rango de estrategias de reprogramación 

traduccional con un único fin: sintetizar las proteínas virales y completar su ciclo de replicación. Sin 

embargo dada la naturaleza de la relación virus-hospedador, la célula a su vez ha desarrollado 

estrategias tendientes a impedir el éxito replicativo de dichos agentes.  Esta evolución conjunta lleva 

a que la reprogramación traduccional ejercida por los virus incluya frecuentemente mecanismos de 

modificación de la maquinaria de traducción en respuesta a los bloqueos  ejercidos por la célula. De 

esta manera los virus son capaces de afectar todos los niveles del proceso de traducción incluyendo el 

inicio, la elongación, la terminación y las vías de señalización de control de la traducción celular  (Gale 

y col., 2000).  

El proceso de inicio de la traducción constituye el principal punto de competencia por el 

control de la síntesis proteica entre el virus y su célula hospedadora. Los dos blancos más importantes 

de control celular se encuentran  a nivel de la formación del complejo de unión al cap, eIF4F, y del 

complejo ternario eIF2-GTP-Met-tARN, ambos procesos regulados fundamentalmente mediante 

eventos de fosforilación/desfosforilación. Sin embargo,  la regulación viral es más amplia e incluye 

estrategias que van desde la modificación de estos mecanismos de fosforilación hasta la alteración de 
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la disponibilidad de los factores de traducción mediante la degradación o el secuestro de los mismos 

(Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  
22..11..33    PPrriinncciippaalleess  ppuunnttooss  ddee  rreegguullaacciióónn  ddeell  iinniicciioo  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn  

22..11..33..11  CCoonnttrrooll  ddeell  iinniicciioo  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn  ccaapp--ddeeppeennddiieennttee::  rreegguullaacciióónn  ddeell  ffaaccttoorr  eeIIFF44EE  

El factor eIF4E constituye el mayor punto de regulación de la traducción cap-dependiente y es 

considerado el componente limitante de este mecanismo de  traducción.  La expresión de este factor 

es incrementada a nivel transcripcional en respuesta a factores de crecimiento o a la presencia de 

suero en el medio de cultivo de las células (Meric y Hunt, 2002). Su control durante el inicio de la 

traducción incluye dos estrategias principales: la regulación de su disponibilidad (mediante proteínas 

de unión a eIF4E [4E-BPs]) y la modificación de su afinidad por el cap (mediante fosforilación).   

Figura 8.   Esquema simplificado de los principales sitios de regulación viral del inicio de la traducción: formación de eIF4F  
y regulación del factor eIF2. Los cuadros indican los principales mecanismos empleados por los virus para llevar a cabo la 
regulación específica de cada etapa.  
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2.1.3.1.a Disponibilidad de eIF4E: Fosforilación de 4E-BP1  

La unión del factor eIF4E a la estructura 5´cap constituye el principal mecanismo de 

regulación de la traducción cap-dependiente. Esta unión es mayormente regulada por la familia de 

proteínas 4E-BPs (cuyo miembro más estudiado es 4E-BP1) que secuestran al factor, mediante la 

formación de complejos eIF4E/4E-BPs, resultando en la inhibición de la traducción cap-dependiente 

(Pause y col., 1994; Patel y Sen, 1998). La formación de estos complejos está sujeta a regulación 

mediante fosforilación (Gingras y col., 2001), de modo que en su forma hipofosforilada 4E-BP1 inhibe 

la traducción, mientras que en su forma hiperfosforilada, mediada por la vía de señalización 

PI3K/Akt/mTOR, libera al factor eIF4E permitiendo su unión con eIF4G con la consecuente formación 

del complejo eIF4F activo (Haghighat y col., 1995; Mader y col., 1995; Marcotrigiano y col., 1999).  

Naturalmente, la acumulación de eIF4E en su forma hipofosforilada, que conlleva al bloqueo 

en la formación del complejo eIF4F, es una estrategia empleada por virus que utilizan mecanismos de 

traducción cap-independientes. Este es el caso de picornavirus, tales como EMCV y poliovirus, los 

cuales contienen elementos IRES capaces de reclutar a los ribosomas en ausencia de una estructura 

cap (Hellen y Sarnow, 2001). Sin embargo esta estrategia también ha sido reportada en la infección 

con el virus de la estomatitis vesicular (VSV), a pesar de la presencia de estructuras cap en los mARNs 

virales (Connor y Lyles, 2002).   

La estrategia opuesta es empleada por aquellos virus cuyos mARNs posen estructuras cap, 

tales como adenovirus y herpervirus, los cuales promueven la fosforilación de 4E-BP1, mediante la 

activación de PI3K/Akt/mTOR (Feigenblum y Schneider, 1996; Gingras y Sonenberg, 1997; Walsh y 

Mohr, 2004; Kudchodkar y col., 2004; Walsh y col., 2005). Sin embargo en la infección con herpesvirus 

la fosforilación de 4E-BP1 es sensible al inhibidor rapamicina (Walsh y Mohr, 2004), mientras que en 

células infectadas con HCMV, la fosforilación de 4E-BP1 es parcialmente sensible a rapamicina 

sugiriendo la existencia de un mecanismo adicional (Kudchodkar y col., 2004; Walsh y col., 2005). 

 
2.1.3.1.b Afinidad de eIF4E por el cap: fosforilación en Ser209  

Se ha reportado que  la fosforilación de eIF4E en la Ser209 mediada por la kinasa asociada a 

eIF4G, denominada mnk-1 o mnk-2, incrementaría su afinidad por la estructura 5´cap (Fukunaga y 

Hunter, 1997; Waskiewicz y col., 1997; Pyronnet y col., 1999; Scheper y col., 2001, 2002). Sin 

embargo, a pesar de que el rol regulatorio de esta fosforilación es poco conocido y se propone que no 

sería limitante para el inicio de la traducción celular (Scheper y Proud, 2002), en muchas infecciones 

virales se plantea que la fosforilación de eIF4E en Ser209  tendría un rol clave en la inhibición de la 

síntesis de las proteínas celulares.  
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En células eucariotas, alteraciones en la fosforilación de eIF4E en Ser209 han sido observadas 

durante la infección con diversos virus. Durante la infección con VSV (Connor y Lyles, 2002), 

adenovirus (Huang y Schneider, 1991) o el virus influenza (Feigenblum y Schneider, 1993), por 

ejemplo, se observa una acumulación de la forma no fosforilada de eIF4E que se correlaciona con la 

inhibición de la síntesis de proteínas. La estrategia opuesta es observada durante la infección con el 

virus herpes simplex-1 (HSV-1) o citomegalovirus humanos (HCMV), los cuales inducen la acumulación 

de eIF4E fosforilado mediante la activación de la vía de señalización de p38, en el caso de HSV-1 o p38 

y ERK en el caso de HCMV (Walsh y Mohr, 2004; Walsh y col., 2005).  Sin embargo a pesar que tanto 

HSV-1 como HCMV inducen la fosforilación de eIF4E, HSV-1 induce una potente inhibición en la 

traducción de los mARNs celulares, que no está relacionada con la fosforilación de este factor, sino 

que sería el resultado de múltiples eventos, entre los cuales se destaca la reducción en la 

transcripción mediada por la ARN pol II (Roizman y Knipe, 2001).  

 

22..11..33..22  CCoonnttrrooll  ddeell  iinniicciioo  gglloobbaall  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn::  rreegguullaacciióónn  ddee  llaa  ffoossffoorriillaacciióónn  ddee  eeIIFF22  

A diferencia de eIF4E, cuya regulación constituye el principal mecanismo de control del inicio 

de la traducción dependiente del cap, y es claramente explotada por los virus, la regulación de eIF2 

constituye el principal mecanismo de regulación global de la síntesis proteica y es un componente 

crítico de la respuesta antiviral de la célula. 

La capacidad de las células de responder a diversas formas de estrés que van desde la 

ausencia de nutrientes hasta la infección, involucra en parte su capacidad de regular la actividad de 

eIFϮ. La fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα,  ŵediada poƌ pƌoteíŶas kiŶasas específicas (Clemens MJ, 1994; Merrick 

y Hershey, 1996), impide la formación del complejo ternario eIF2-GTP-Met-tARNi inhibiendo de esta 

forma la síntesis global de proteínas  (Katze, 1995; Mathews, 1993; 1996; Merrick y Jershey, 1996). 

Las diversas alteraciones que se producen durante las infecciones virales, tales como la acumulación 

de grandes cantidades de ARN doble cadena (ARNdc) o la extensa síntesis de proteínas virales, 

desencadena la activación de quinasas específicas (Pery y Mathews, 2000) que inducen la 

fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα, ĐoŶ la fiŶalidad de iŵpediƌ la síŶtesis de pƌoteíŶas ǀiƌales Ǉ Đelulaƌes. “iŶ 

embargo numerosos virus han desarrollado estrategias para contrarrestar esta respuesta celular.  

  

22..11..33..33    OOttrrooss  mmeeccaanniissmmooss  ddee  rreegguullaacciióónn  vviirraall  ddeell  iinniicciioo  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn::  ddeeggrraaddaacciióónn  ddee  eeIIFF44GG  yy  

PPAABBPP  

La modificación de la disponibilidad de los factores de traducción mediante la degradación de 

los mismos, es otra de las estrategias ampliamente usadas durante la infección viral.  Un ejemplo de 
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ello lo constituye el shut-off inducido durante la infección con picornavirus, el cual es 

extremadamente intenso y resulta en la completa interrupción de la traducción de los mARNs 

celulares a favor de la traducción IRES-dependiente de los mARNs virales.  La característica principal 

de este shut-off  involucra la interrupción del complejo eIF4F mediante el clivaje de eIF4G por la 

acción de la proteasa viral 2A tanto en la infección con EMCV y poliovirus, o por la proteasa L en la 

infección con el virus aftosa (Hentze, 1997; Keiper y col., 1999; Morley y col., 1997). A su vez, la 

ruptura de eIF4G por las proteasa viral 2A genera dos productos de clivaje: un producto amino 

terminal y otro carboxilo terminal. Llamativamente, la traducción cap-independiente de algunos 

picornavirus es estimulada por el producto de clivaje carboxilo terminal, el cual contiene los sitios de 

interacción con los factores de traducción eIF3 y eIF4A (Morley y col., 1997; Ohlmann y col., 1996) 

(Figura 9).   

El clivaje de PABP también ha sido reportado  en la infección de poliovirus, esta degradación 

tiene como finalidad por un lado, alterar la estabilidad de los mARNs y por otro reducir la eficiencia 

de la traducción cap-dependiente (Gale y col., 2000). En este caso el clivaje proteolítico de PABP es 

inducido mediante las proteasas virales 2A y 3C (Joachims y col., 1999; Kerekatte y col., 1999).  

 

 

 

 

 

 

22..11..33..44  EEssttrraatteeggiiaass  vviirraalleess  ddee  ttrraadduucccciióónn::  eessttrruuccttuurraa  ddee  llooss  mmAARRNNss  vviirraalleess  

Como se puede observar, la manipulación viral a nivel de la fosforilación del faĐtoƌ eIFϮα, es 

un mecanismo global, cuya alteración afecta por igual la síntesis de proteínas celulares y virales. 

Aquellos virus que impiden la fosforilación de este factor, impuesta generalmente por la respuesta 

antiviral de la célula, eliminan la posibilidad de favorecer la traducción específica de sus mARNs, ya 

que la traducción de cualquier mARNs viral o celular se verá favorecida en esta situación.    

“iŶ eŵďaƌgo los ǀiƌus soŶ ĐapaĐes de ĐoŶtƌaƌƌestaƌ esta ͞ǀeŶtaja Đelulaƌ͟, apƌoǀeĐhaŶdo la 

complejidad del inicio de la traducción.  La extrema  versatilidad de los mARNs virales en cuanto a su 

estructura, hace que la mayor parte de las estrategias desarrolladas por los virus tengan como blanco 

la formación del complejo eIF4F. De esta manera en función de las características de sus mARNs los 

Figura 9.  Mapa de la degradación de eIF4GI  mediada por las proteasas de picornavirus 2A y L. Abajo se indica el 
fragmento de clivaje C-terminal generado durante la proteólisis con estas proteasas (p100), con sus dominios de unión 
(Prévot y col., 2003). 
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agentes virales emplean una o varias estrategias dirigidas hacia el impedimento del inicio de la 

traducción celular a favor de la traducción específica de sus mARNs.  Estas estrategias incluyen la 

presencia o ausencia de la estructura cap y poliA  en los mARNs virales, la modificación de factores 

celulares como así también el uso de proteínas virales en reemplazo de los mismos. El siguiente 

cuadro ejemplifica distintas estrategias en función de la estructura de los mARNs virales (cuadro 1). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

22..22    VVÍÍAA  DDEE  SSEEÑÑAALLIIZZAACCIIÓÓNN  PPII33KK//AAKKTT::  PPAARRTTIICCIIPPAACCIIÓÓNN  EENN  LLAA  RREEPPLLIICCAACCIIÓÓNN  VVIIRRAALL  

Como se mencionó anteriormente, la regulación de la fosforilación de 4E-BP cumple un rol 

clave en el mecanismo de control de la traducción cap-dependiente, siendo esta regulación mediada 

principalmente por la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR. Virtualmente todos los virus tanto ARN 

como ADN, deben regular esta cascada de señalización ya sea activando o inactivando algún paso de 

la misma (Buchkovich y col., 2008).   

PI3K es una familia de enzimas celulares heterodiméricas que consisten en una subunidad 

regulatoria (p85) y una subunidad catalítica (p110). PI3K es activada por la unión del  dominio de 

homología a Src (SH) de la subunidad p85 de receptores con actividad tirosina quinasa 

autofosforilables, de tirosinas quinasas que no forman parte de receptores o bien por algunas 

proteínas virales citoplasmáticas (Skolnik y col., 1991; Hiles y col., 1992; Carpenter y col., 1993; 

Stoyanov y col., 1995; Street y col., 2004).  Luego de la activación, la subunidad p110 de PI3K fosforila 

al sustrato lipídico fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) produciendo fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 

(PIP3). Esta molécula actúa como un segundo mensajero lipídico  que se une a Akt y a la proteína 

Cuadro 1.  Estrategias empleadas en la traducción de los mARNs virales en función de la estructura de los mismos. Cap= 
estructura m

7
G. poli-A= extremo 3´poliadenilado. IRES= sitio de entada interno al ƌiďosoŵa. √,  iŶdiĐa la paƌtiĐipaĐióŶ del 

factor. X, indica el no requerimiento del factor. NS1, NSP3, N, 2A proteasa y Vpg, proteínas virales específicas.  

 
mARNs 

 eIF4F   
PABP 

 
Estrategia 

 
Ejemplos 

 eIF4E eIF4G eIF4A    

5´Cap  -------poliA 3´         x √ √ √ N“ϭ     →  Reeŵplaza a eIFϰE  Orthomixovirus 

 
5´Cap--------------- 3´          

√ √ √ x N“Pϯ   → Reeŵplaza a PABP  reovirus 

 x x x x N      → Reeŵplaza a eIF4E, eIF4A y 
eIF4G           

bunyavirus 

5´Cap--IRES------- 3´          √   / x √ √ x Traduce de forma cap dependiente 
o independiente 

flavivirus 

5´IRES ------poliA 3´           x √* √ √ ϮApƌoteasa → Cliǀa a eIFϰGI ;* usa 
la porción carboxilo terminal) 

picornavirus 

5´IRES-------------- 3´          x x x x Emplean a eIF3 como factor de inicio Hepacivirus y 
pestivirus 

5´-------------poliA 3´          √ x x √ VPg  →Reeŵplaza al Đap calcivirus 
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quinasa 1 dependiente de fosfoinosítidos, PDK1, reclutándolas a la membrana plasmática (Figura 10). 

Akt es un miembro de la familia de quinasas AGC, y como tal, es fosforilada en dos residuos claves 

localizados en el sitio catalítico (dominio de activación) y en el motivo hidrofóbico carboxilo terminal. 

La fosforilación del dominio de activación (Thr308) es mediada por la quinasa PDK1, mientras que se 

propone al complejo mTOR/rictor como responsable de la fosforilación del dominio hidrofóbico 

(Ser473). Al igual que para muchos otros miembros de esta  familia de quinasas, se propone que 

ambas fosforilaciones serían interdependientes.  

Luego de su activación Akt fosforila numerosas proteínas de señalización, las cuales regulan 

funciones elementales celulares, convirtiéndola en un importante blanco de regulación viral. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

22..22..11    PPII33KK//AAkktt//mmTTOORR::  ssuu  ppaarrttiicciippaacciióónn  eenn  llaa  ttrraadduucccciióónn  ccaapp--ddeeppeennddiieennttee  

Los factores de crecimiento, mitógenos y hormonas activan la vía de señalización de PI3K/Akt. 

Un efecto importante de la inducción de esta vía, es la activación de la quinasa mTOR en el complejo 

1 (mTORC1 o mTOR/raptor) cuya actividad es crucial en el mecanismo de traducción cap-

dependiente, como fue expuesto anteriormente.  

La señalización entre Akt y mTORC1 involucra al complejo de la esclerosis tuberosa (TSC) 

constituido por las proteínas TSC1, TSC2  y Rheb-GTP, un miembro de la familia Ras. TSC estimula la 

actividad GTPasa intrínseca de Rheb, convirtiendo a Rheb-GTP en Rheb-GDP, el cual es incapaz de 

activar a la quinasa mTOR.  TSC es inactivado por la fosforilación de Akt, lo cual permite que los 

niveles de Rheb-GTP se mantengan elevados desplazando de esta manera al inhibidor de mTORC1, 

FKBP38 (Figura 11). 

 

 

BBllaannccooss  cceelluullaarreess  

Figura 10.  Activación de Akt medidada por PI3K. La activación de PI3K induce la fosforilación de PIP2 promoviendo la 
formación de PIP3 en la membrana plasmática. Tanto Akt como PDK1 son reclutadas a la membrana mediante la unión de 
PIP3. Este reclutamiento posiciona a PDK1 de manera que pueda fosforilar a Akt en Thr308. La fosforilación de Akt en 
Ser473 es mediada por el complejo mTORC2. 
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La quinasa mTOR se encuentra formando dos complejos con funciones diferentes: el 

Đoŵplejo ŵTORCϭ foƌŵado poƌ ƌaptoƌ ;pƌoteíŶa ƌegulatoƌia asoĐiada de TORͿ Ǉ GβL ;taŵďiéŶ 

denominada mLST8), y el complejo mTORC2 constituido por rictor (componente de mTOR insensible 

a la rapamicinaͿ, GβL Ǉ “INϭ ;Figuƌa ϭϭͿ. EŶ ĐoŶdiĐioŶes Ŷoƌŵales los dos Đoŵplejos difieƌeŶ eŶ su 

sensibilidad a la droga rapamicina: mTORC1 es sensible mientras que mTORC2 es insensible a la 

misma.  

La función del complejo mTORC2 (también denominado complejo mTOR/rictor) está poco 

caracterizada, pero se sugiere que participaría en la organización del citoesqueleto de actina. Hasta el 

momento el único sustrato conocido para este complejo es la Ser 473 de Akt (Sarvassov y col., 2006). 

El rol de esta fosforilación en la actividad de Akt es controversial aunque se propone que sería 

requerido para el reconocimiento y la fosforilación de Akt por PDK1 en la Thr308. Dado que la 

fosforilación de Akt en Ser473 se correlaciona con la activación completa de la misma (Alessi y col., 

Figura 11.  Vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR. La señalización mediada por mTOR regula el inicio de la traducción 
integrando diferentes señales. Insulina, hormonas y factores de crecimiento activan la cascada de señalización de PI3K/Akt. 
Akt es activada por PDK1 y por el complejo mTORC2. Akt fosforila a TSC2, desestabilizando al complejo TSC1/2, 
promoviendo por lo tanto la activación de mTOR mediada por Rheb. El complejo mTORC1 media la fosforilación de 4E-BP1, 
S6K1 y eIF4G. Una vez activada S6K1, fosforila a la proteína ribosomal S6 y al factor de traducción eIF4B. Wortmanina y 
Ly294002: inhibidores farmacológicos de PI3K. Rapamicina: inhibidor farmacológico de mTORC1 (Mamane y col., 2006). 
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1996), es de esperarse que los virus que activan a esta quinasa, sean capaces de activar a mTORC2, 

sin embargo el control de la actividad de este complejo no está caracterizada hasta el momento. 

A diferencia de mTORC2, la función del complejo mTORC1 ha sido extensamente estudiada en 

la regulación de la traducción cap-dependiente. Cuando mTORC1 está activo, promueve la 

fosforilación y la activación de S6K y la fosforilación de 4E-BPs. La fosforilación de S6K promueve la 

traducción de proteínas ribosomales  e induce la fosforilación del co-factor eIF4B, cuya actividad es 

fundamental para el complejo eIF4F. La fosforilación de 4E-BP es el mayor punto de control de la 

traducción cap-dependiente y regula la función del complejo de unión al cap eIF4F. mTORC1 regula la 

unión de 4E-BP a eIF4E, de modo que en condiciones favorables de crecimiento, la activación de 

mTORC1 induce la hiperfosforilación de 4E-BP, impidiendo su unión a eIF4E, promoviendo por tanto, 

la interacción de este último factor con eIF4G para formar el complejo eIF4F activo. Por el contrario, 

en condiciones desfavorables de crecimiento, por ejemplo durante estrés o frente al tratamiento con 

rapamicina, mTORC1 está inactivo, 4E-BP se desfosforila uniéndose eficientemente a eIF4E, 

impidiendo la formación del complejo eIF4F e inhibiendo la traducción.  

El control viral de la actividad de mTORC1 y la fosforilación de 4E-BP depende de las 

necesidades específicas del virus. Como se mencionó anteriormente, los virus que deben mantener la 

traducción cap-dependiente, por ejemplo los virus con genoma de ADN y algunos virus de ARN,  

inducen mecanismos que mantienen activa la vía de PI3K/AKT/mTOR o bien emplean otras 

estrategias que aseguran el mantenimiento del complejo eIF4F activo.  Mientras que aquellos virus 

que poseen IRES  en sus mARNs, emplean estrategias tendientes a disminuir la  traducción cap-

dependiente. Para estos virus la inhibición de mTORC1 o la alteración del complejo eIF4F,  resulta una 

ventaja en su mecanismo de replicación (Buchkovich y col., 2008). 

 

22..22..22  OOttrraass  ccoonnsseeccuueenncciiaass  ddee  llaa  aaccttiivvaacciióónn  ddee  PPII33KK//AAkktt  eenn  llaa  iinnffeecccciióónn  vviirraall  

 
Un elevado número de proteínas pro-apoptóticas han sido identificadas como blanco de la 

fosforilación de Akt, incluyendo al miembro de la familia bcl2, BAD, a la caspasa-9 y a la quinasa-3 

beta glicógeno sintasa (GSK-3b) (Cooray, 2004). De esta manera la modulación positiva de la vía de 

señalización de PI3K/Akt ha sido reportada como un mecanismo importante de  inhibición de la 

apoptosis desencadenada en respuesta a la infección viral, influyendo directamente sobre la 

supervivencia a largo plazo y la transformación celular en cultivos infectados.  Muchos virus 

incluyendo el virus de Epstein Barr (EBV) y el virus de papiloma humano (HPV) tienen la capacidad de 

establecer infecciones crónicas o latentes. En estos virus se ha reportado que la síntesis de proteínas 

virales específicas estimula la supervivencia celular mediada por la vía de PI3K/Akt, bloqueando por lo 
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tanto la apoptosis de las células infectadas. Esta activación contribuiría tanto a la supervivencia viral 

como a la transformación oncogénica (Cooray y col., 2004). La activación de la vía de PI3K/Akt  

también ha sido reportada como un evento crucial para el establecimiento de la infección persistente 

in vitro del coronavirus SARS. El bloqueo de estas vía junto con la vía de las JUNK quinasas durante las 

primeras etapas de la infección impide el establecimiento de la persistencia de este agente en 

cultivos celulares, mientras que una vez establecida la misma, el mantenimiento de la persistencia no 

sería afectada significativamente por el bloqueo de estas vías (Mizutani y col., 2005). 

La regulación del tráfico vesicular mediada por PI3K también ha sido extensamente estudiada 

(Siddhanta y col., 1998; Hawkins y col., 2006). PI3K influye sobre una variedad de eventos  

intracelulares relacionados al tráfico vesicular que incluyen  la formación y el movimiento de 

vesículas, como así también la fusión de membranas. Muchos virus emplean este mecanismo para 

mejorar su eficiencia de multiplicación, por ejemplo, el virus no envuelto adenovirus,  favorece su 

entrada a los endosomas mediante la unión a su receptor en una manera PI3K dependiente. Por otro 

lado, el filovirus ébola (EBV) induce la activación de PI3K durante su proceso de entrada, siendo está 

activación crítica para el ingreso a la célula hospedadora (Saeed y col., 2008).  

  

22..33    CCOONNTTRROOLL  TTRRAADDUUCCCCIIOONNAALL  AA  TTRRAAVVÉÉSS  DDEE  EEIIFF22αα::  RREESSPPUUEESSTTAA  AALL  EESSTTRRÉÉSS  CCEELLUULLAARR  

Como se mencionó anteriormente la actividad del factor de inicio de la traducción eIF2  

constituye otro de los puntos de control claves en la síntesis de proteínas en células eucariotas 

(Dever, 2002). eIF2 es un oligómero compuesto poƌ tƌes suďuŶidades ;α, β Ǉ γͿ Ƌue iŶteƌaĐtúaŶ ĐoŶ 

una molécula de GTP y con el iniciador Met-tARNi, para constituir el complejo ternario de inicio de la 

traducción. Este complejo se asocia con la subunidad ribosomal menor para constituir el complejo de 

pre-iniciación 43S que luego de la unión con el eIF4F-mARN, forma el complejo 48S. La unión de la 

subunidad ribosomal  mayor 60S se produce luego del reconocimiento del codón de inicio AUG con la 

consecuente liberación de eIF2 producida por la hidrólisis de GTP  (Kozac,  1980; Merrick y Hershey, 

1996; Pain, 1996; Gingras y col., 1999). El complejo eIF2-GDP es continuamente reciclado en un 

proceso catalizado por eIF2B (Yang y Hinnebush, 1996; Kimball y col., 1998; Kimball, 1999). Diversas 

señales de estrés inducen la inactivación transitoria de eIF2, mediante la fosforilación de la subunidad 

α eŶ la “eƌϱϭ, lleǀada a Đaďo poƌ ƋuiŶasas espeĐífiĐas. eIFϮ-GDP fosforilado se une de manera 

irreversible a eIF2B, impidiendo la regeneración del complejo eIF2-GTP activo, lo cual resulta en la 

inhibición general de la síntesis proteica (Sudhakar y col., 2000).  
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22..33..11  QQuuiinnaassaass  ddee  eeIIFF22αα::  sseennssoorreess  ddee  eessttrrééss  cceelluullaarr  

La respuesta integrada al estrés comprende una serie de cambios en el metabolismo celular 

tendientes a permitirle a la célula reparar el daño generado durante el estrés, asegurando así su 

supervivencia en condiciones adversas. Condiciones nocivas tales como, temperatura excesiva, 

oxidación, radiación ultravioleta (UV) e incluso infecciones virales,  inducen un bloqueo en la síntesis 

de proteínas mediante una respuesta estereotípica tendiente a conservar la energía anabólica a fin de 

reparar el daño molecular generado por el estrés (Anderson  y Kedersha, 2008).  En células eucariotas 

existen cuatro quinasas de eIFϮα Ƌue ĐoleĐtiǀaŵeŶte ŵoŶitoƌeaŶ difeƌeŶtes tipos de estƌés Đelulaƌ Ǉ 

ƌegulaŶ el iŶiĐio de la tƌaduĐĐióŶ  ŵediaŶte la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα, éstas iŶĐluǇeŶ: la ƋuiŶasa 

regulada por la deficiencia de hemo (HRI), la quinasa regulada por el estrés de retículo 

endoplasmático (PERK),  la quinasa regulada por la deficiencia de aminoácidos (GCN2) y la quinasa 

regulada por ARN doble cadena (ARNdc) (PKR) (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PERK está involucrada en la respuesta a estrés inducida por la acumulación de proteínas mal 

plegadas en el retículo endoplasmático (Harding y col., 2000a; Harding y col., 2000b). GCN2 es la 

quinasa encargada de monitorear el nivel de aminoácidos en la célula, activándose frente a bajos 

niveles de los mismos (Wek y col., 1995). HRI regula la síntesis balanceada de las cadenas de globina y 

del grupo hemo, durante la maduración de los eritrocitos (McEwen y col., 2005).  Finalmente PKR es 

una quinasa dependiente de ARNdc, activada principalmente durante algunas infecciones virales 

(Clemens y Elia, 1997; Srivastava y col., 1998). PKR está implicada en la defensa antiviral de la célula, 

ya que se une y es activada por ARN doble cadena, una molécula que usualmente es generada 

durante la replicación y transcripción de los virus con genoma de ARN. La actividad de PKR se 

encuentra estrechamente relacionada con el efecto antiviral del interferón (IFN): la expresión de PKR 

es inducida por IFN tipo I (Stark y col., 1998; Yang y col., 1995; Balachandran y col., 2000; Stojdl y col., 

Figura 12.  AĐtiǀaĐióŶ de  ƋuiŶasas  de eIFϮα poƌ difeƌeŶtes estíŵulos. Las Đuatƌos ƋuiŶasas de eIFϮα ĐoŶoĐidas hasta el 
momento se caracterizan por presentar un dominio quinasa unido a un dominio de unión al ligando, que permanecen 
catalíticamente inactivas hasta que interactúan con sus respectivos ligandos activadores. La acumulación de ARNdc activa 
a PKR, mientras que niveles reducidos del grupo hemo activan a HRI, la deprivación de nutrientes o la radiación UV inducen 
a GCN2 y la acumulación de proteínas mal plegadas en el RE activan a PERK (Mohr, 2005). 
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2000). La importancia de PKR en la defesa antiviral también está apoyada por el hecho que  la 

mayoría de los virus animales han desarrollado estrategias tendientes a inhibir la activación de esta 

quinasa en células infectadas (Kaufman, 1999).  

 

22..33..22  GGrráánnuullooss  ddee  eessttrrééss::  ssuu  rreellaacciióónn  ccoonn  llaa  iinnhhiibbiicciióónn  ddeell  iinniicciioo  ddee  llaa  ttrraadduucccciióónn  

El aƌƌesto tƌaduĐĐioŶal ƌepeŶtiŶo iŶduĐido poƌ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα ĐuaŶdo las Đélulas soŶ 

sometidas a distintos tipos de estrés conduce a un rápido desensamblaje de los polisomas. Este 

evento causa que muchas proteínas involucradas en el procesamiento normal de los mARNs asuman 

fuŶĐioŶes de ͞eŵeƌgeŶĐia͟, aĐtiǀaŶdo uŶ pƌoĐeso ŵoleĐulaƌ eŶ el Đual los ŵARNs de los polisoŵas 

desensamblados son almacenados y clasificados para definir su destino final. La consecuencia 

morfológica de este proceso molecular es la formación de gránulos citoplasmáticos de composición 

ribonucleoproteica denominados gránulos de estrés (SGs, del inglés: stress granules) (Figura 13) 

(Anderson y Kedersha, 2002; 2006). El requerimiento de fosfo-eIFϮα puede seƌ ƌeeŵplazado usaŶdo 

drogas que también inhiben el inicio de la traducción por otros mecanismos, por ej. la inhibición de 

eIF4A mediante la droga hippuristanol induce la formación de SGs (Bordeleau y col., 2005; Mazroui y 

col., 2006).   

Los principales componentes de los SGs consisten en complejos de iniciación detenidos, aún 

unidos a sus mARNs. Dentro de esta clase se incluye el complejo eIF4F (eIF4E, eIF4A, eIF4G), eIF4B, la 

subunidad ribosomal menor y PABP-1 (Anderson y Kedersha, 2002; Kedersha y col., 2002), 

constituyendo los marcadores universales de los mismos. Una segunda clase de componentes incluye 

proteínas de unión al ARN, relacionadas con funciones de  silenciamiento traduccional  y 

estabilización de los mARNs, los cuales son fidedignos marcadores, pero no son universales a  todos 

los SGs. Dentro de estos se encuentran TIA-1 (antígeno 1 interno de las células T),  TIAR (proteína 

relacionada con TIA-1) (Kedersha y col., 1999)  y la helicasa RCK (también llamada p54) (Wilczynska, 

2005).  Una tercera clase de componentes incluye proteínas de unión al ARN que regulan el 

metabolismo del ARN más que su traducción o degradación, entre las cuales se incluyen,  FAST 

(Kedersha y col., 2005) y G3BP (Tourriere y col., 2003).  
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22..33..22..11  SSGGss  yy  llaa  iinnffeecccciióónn  vviirraall  

La manipulación del ensamblaje de los SGs, como parte de la reprogramación de la 

maquinaria traduccional,  ha sido documentada en numerosas infecciones virales. Durante la 

infección con los flavivirus  West Nile (WNV) y dengue (DENV), se ha reportado la inhibición del 

ensamblaje de los SGs mediante el secuestro de TIAR hacia los sitios de replicación viral (Li y col., 

2002, Emara y Brinton, 2007). Contrariamente,  la infección con poliovirus promueve el ensamblaje 

transitorio de SGs, seguido de un rápido desensamblaje inducido por  el clivaje de G3BP mediante la 

proteasa viral 3C (White y col., 2007). El ensamblaje/desensamblaje de SGs también ha sido 

Figura 13.  Inicio traduccional en presencia o ausencia de estrés. En usencia de estrés, eIF2B promueve la formación del 
complejo ternario mediante el intercambio de GDP por GTP. Cuando el complejo ternario está disponible, el complejo 
canónico de pre-inicio 48S se une al extremo 5´de los transcriptos con cap, con la consecuente búsqueda del codón de 
inicio, seguida de la liberación de los factores y la  unión de la subunidad ribosomal 60. Ribosomas adicionales se unen al 
tƌaŶsĐƌipto ĐoŶstituǇeŶdo uŶ polisoŵa. ;PaŶel ǀeƌdeͿ  EŶ Đélulas estƌesadas la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα ŵediada poƌ las 
quinasas específicas, convierte a eIF2 en un análogo competitivo de eIF2B, reduciendo la formación del complejo ternario. 
En estas condiciones TIA-1 es incluida en un complejo de pre-inicio no canónico 48S* deficiente de eIF2, que es 
traduccionalmente inactivo. La auto-agregación de TIA-1 promueve posteriormente la acumulación de estos complejos en 
discretos foci citoplasmáticos, denominados gránulos de estrés (Panel rosa) (Anderson y Kedersha, 2002). 
 
 

Estrés Normal 
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reportado en la infección con SFV. En fibroblastos de embrión de ratón (MEFs) mutados para TIA-1, se 

observó una disminución en la formación de SGs inducidos en las etapas tempranas de la infección 

con SFV, acompañado por la ausencia del shut-off en la traducción de las proteínas celulares 

frecuentemente observado en infecciones con este virus (McInerey y col., 2005). Por otro lado, la 

infección de MEFs mutados para TIA-1, mostró un aumento de la replicación viral en un rango de 

diferentes virus incluyendo VSV (virus ARN  de cadena negativa), Sindbis (virus ARN de cadena 

positiva) y HSV (virus de ADN) (Li y col., 2002). Dado que los SGs requieren un pool de mARNs no 

traducidos para su ensamblaje, aquellos virus que induzcan la degradación de los mARNs de la célula 

huésped, podrían inhibir el ensamblaje de estos gránulos, debido a una reducción en la cantidad de 

los mARNs citoplasmáticos (Beckman y Parker, 2008).  

Los resultados mencionados sugieren que los SGs y/o sus componentes, pueden funcionar 

primariamente en la modulación de las infecciones virales. Una posibilidad es que la formación de los 

SGs forme parte de la respuesta de la célula para restringir la traducción mediante el secuestro de 

factores de traducción limitantes, reduciendo por tanto la replicación viral.  Alternativamente, los 

componentes de los SGs tales como TIA-1 y G3BP podrían limitar las infecciones virales, simplemente 

reprimiendo la función de transcriptos celulares o virales  específicos, fundamentales para la 

replicación de estos agentes (Beckman y Parker, 2008).  

 

22..33..33  CCuueerrppooss  ddee  pprroocceessaammiieennttoo::  ssiimmiilliittuuddeess  yy  ddiiffeerreenncciiaass  ccoonn  llooss  SSGGss  

Los SGs están cercanamente relacionados con una segunda clase de gránulos de ARN 

conocidos como cuerpos de procesamiento (PBs, del inglés: processing bodies) (Parker y Sheth, 2007; 

Eulalio y col., 2007). En condiciones normales los PBs actúan como sitios de regulación y degradación 

de mARNs. La remoción de la estructura cap llevada a cabo por las enzimas de deccaping DCP1/DCP2 

generan mARNs susceptibles a la degradación 5´-3´por la exonucleasa XRN1. Estas proteínas junto 

con otros péptidos celulares se encuentran localizadas en foci citoplasmáticos discretos 

constituyendo los PBs.  

Tanto los SGs como los PBs son simultáneamente ensamblados en células sometidas a estrés 

(Wilczynska, 2005; Kedersha y col., 2005), ambos requieren la presencia de mARNs no traducidos 

derivados de polisomas desensamblados y ambos contienen un sub-conjunto de proteínas 

compartidas tales como FAST, XRN1, eIF4E y TTP.  Sin embargo estas estructuras citoplasmáticas de 

silenciamiento presentan importantes diferencias, entre sí: i) sólo los PBs se observan 

constitutivamente en células no estresadas en crecimiento activo;  ii) el ensamblaje de SGs, pero no 

de PBs, usualŵeŶte ƌeƋuieƌe la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα; iiiͿ los “Gs estáŶ defiŶidos poƌ la pƌeseŶĐia de 

factores de inicio de la traducción que forman el complejo no canónico de iniciación 48S (por ej. eIF3, 
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eIF4A, eIF4G, PABP-1 y la subunidad ribosomal menor), mientras que los PBs están definidos por 

componentes de la maquinaria de degradación de los mARNs tales como DCP1a, DCP2, Hedls (human 

enhancer of deccaping), entre otros (Kerdersha y col., 2005). 

Por otro los PBs están transitoria e intermitentemente en contacto con los SGs, posibilitando 

la transferencia de mRNPs específicas (Figura 14) (Kerdersha y col., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Numerosos estudios indican que los PBs y/o sus componentes podrían influenciar el ciclo de 

multiplicación de diversos virus. Uno de los modelos propuestos sugiere que los P-bodies, podrían 

actuar como sitios de almacenamiento de transcriptos virales traduccionalmente reprimidos 

favoreciendo el empaquetamiento eficiente de los mismos o bien la formación de complejos de 

replicación virales. De esta manera, la capacidad de los PBs de concentrar a los mARNs en una simple 

localización subcelular, podría ser particularmente importante en la coordinación del 

empaquetamiento de virus multi-segmentados de ARN, tales como el virus mosaico de la cebada 

(Brome mosaic virus) (BMV). Para este virus se sugiere que la acumulación de los ARNs genómicos 

junto con los factores virales de replicación en PBs favorecería la formación de complejos de 

replicación y su asociación con membranas celulares, en las cuales se produce el ensamblaje de estos 

complejos (Beckman y Parker, 2007). Por otro lado, se ha reportado la presencia de la nucleoproteína 

de hantavirus en PBs. Para este virus se demostró que la localización de esta proteína viral en PBs 

sería fundamental para el mecanismo de robado de cap. En este modelo la nucleoproteína viral 

promovería la protección y el secuestro las estructuras cap que son generadas durante la degradación 

de los mARNs celulares, empleándolas posteriormente para promover la síntesis de los mARNs virales  

(Mir y col., 2008).  

Figura 14. Interacción dinámica entre los gránulos de estrés y los cuerpos de procesamiento. En azul SGs, en amarillo PBs, 
marcados mediante la proteína TTP. 
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El objetivo general del presente trabajo de tesis doctoral se centró en el estudio de la 

estrategia de traducción de proteínas empleada por el virus Junín (JUNV) durante la infección aguda y 

persistente in vitro. 

Con este propósito se investigó el mecanismo de reprogramación traduccional utilizado por 

JUNV  para favorecer la traducción de sus proteínas. El análisis se enfocó en el inicio de la traducción 

evaluándose los dos puntos principales de control de este proceso: la modulación de la vía de 

señalización de PI3K/Akt/mTOR, principal reguladora del mecanismo de traducción cap-dependiente 

Ǉ la ŵaŶipulaĐióŶ de la ƌespuesta al estƌés Đelulaƌ ŵediada poƌ eIFϮα, pƌiŶĐipal ƌeguladoƌa del 

mecanismo global de traducción. 

El estudio de la cascada de señalización de PI3K/Akt/mTOR durante la infección con JUNV 

tuvo como objetivo específico el análisis de la regulación del factor de unión al cap, eIF4E,  en la 

traducción de los mARNs virales. Por otro lado, la caracterización de la respuesta al estrés celular 

iŶĐluǇó el aŶálisis de la ŵodulaĐióŶ de la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα Ǉ su ƌelaĐión con el bloqueo 

traduccional y con la formación de gránulos de estrés (SGs). Asimismo, asociado a este último 

objetivo se evaluó la relevancia en la traducción de las proteínas virales de los factores celulares de 

inicio de la traducción que son secuestrados en los SGs durante la respuesta al estrés celular. La 

integración de estos procesos permitió evaluar el requerimiento de los factores de inicio de la 

traducción eIF4G y eIF4A,  generando un panorama más amplio  acerca de la participación del 

complejo eIF4F.  

Los resultados obtenidos constituyen un aporte importante a la caracterización de las 

estrategias empleadas por JUNV para lograr una replicación eficiente y demuestran una modulación 

precisa del mecanismo de traducción celular por parte de este agente.    
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11..  LLíínneeaass  cceelluullaarreess    

Se utilizaron las líneas celulares BHK-21 (riñón de hámster neonato, ATCC, CRL8544), la línea 

celular continua Vero (riñón de mono verde africano Cercopithecus aethiops, ATCC CCL 81) y la línea 

celular A549 (carcinoma de hígado humano, ATCC CCL 185). La línea celular BHK-21 fue crecida en 

ŵedio de Đultiǀo DMEM ;ŵedio ŵíŶiŵo eseŶĐial ŵodifiĐado poƌ DulďeĐĐo, GiďĐoͿ ĐoŶ ϱϬ μg/ŵl de 

gentamicina suplementado con 10%  de suero fetal bovino (SFB) inactivado (56ºC durante 30 minutos) 

y buffeƌ HEPE“ ϮϬ μM. Las líŶeas Đelulaƌes Aϱϰϵ Ǉ Veƌo fueƌoŶ ĐƌeĐidas eŶ ŵedio de Đultiǀo MEM 

(medio mínimo esencial, Gibco) con 5%   y 10%  de SFB inactivado, respectivamente, suplementado 

con gentamicina y buffer HEPES. Las células fueron repicadas  cada siete días mediante tripsinización 

con 0,05%  tripsina pancreática (Invitrogen). El mantenimiento se realizó en DMEM o MEM, según la 

línea celular empleada,  suplementado con 1,5%  SFB (v/v) y antibiótico. Los cultivos se crecieron y 

mantuvieron a 37º C en estufa con 4%  de CO2. 

  
22..  VViirruuss    

Se utilizó la cepa XJCl3 de virus Junín (JUNV), atenuada para cobayo, derivada de la cepa 

prototipo XJ (de Guerrero et al., 1969, Rugiero et al., 1969). También se emplearon los virus: herpes 

simplex tipo 1 (HSV-1) cepa F; virus de la estomatitis vesicular (VSV), cepa Indiana y poliovirus tipo III 

cepa Sabín,  como controles no relacionados. 

El stock  de trabajo de  JUNV se preparó infectando células Vero con una multiplicidad de 

infección (MOI) de 0,1 ufp/cél, utilizando como fuente de virus el sobrenadante del cultivo cosechado 

al  3er y 4to  día post infección (p.i.).  Los stocks tuvieron títulos que fluctuaron entre de 106 y107 

ufp/ml. Los stocks de trabajo de HSV-1,  VSV y poliovirus se prepararon en células Vero infectadas a 

una MOI de 0,1 ufp/cél.. El sobrenadante del cultivo se cosechó a las 24 hs p.i.. Fueron empleados los 

stocks que tuvieron títulos de 107 -108 ufp/ml. 

Todos los stocks se clarificaron por centrifugación durante 15 min a 10000 x g, luego de lo 

cual el sobrenadante fue alicuotado y guardado a -70°C hasta su utilización. 

  
22..aa  IInnaaccttiivvaacciióónn  ddee  vviirruuss  ccoonn  lluuzz  uullttrraavviioolleettaa  ((UUVV))  

La inactivación de JUNV fue realizada mediante la exposición de una dilución 1/10 de JUNV en 

PBS a luz ultravioleta de 30W, durante 3 min a una distancia de 10 cm. La inactivación completa del 

virus fue corroborada por ensayos de rendimiento viral  e de IFI, en los cuales  se detectó una 

ausencia de producción de progenie viral, como así también la ausencia completa de expresión de 

antígenos virales   
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33..  DDrrooggaass  

Los compuestos empleados en este trabajo se detallan en la siguiente tabla, indicándose el 

rango de concentraciones empleadas y su blanco celular: 

 

Tabla II. Principales compuestos usados con sus blancos celulares de acción 

Compuesto (rango de 
concentración usado) 

Blanco celular Marca 

Ly294002 
(1-50 µM) 

Inhibidor específico de PI3K GE 

Cafeína 
( 1-10 mM) 

*Inhibidor PI3K Sigma 

Rapamicina 
(1-1000 nM) 

Inhibidor específico mTOR/raptor (mTORC1) Sigma 

Thapsigargina 
(0,5-5 µM) 

- Inhibidor de la bomba Ca
+2

 
-Activador de la quinasa de retículo endoplasmático 
(PERK). Inductor de stress de RE 

GE 

Hippuristanol 
(0,5-5 µM) 

Inhibidor de la actividad helicasa de eIF4A. Dr. Pelletier 

Arsenito de sodio 
(100-500 µM) 

Activador de la quinasa regulada por el grupo hemo 
(HRI). Inductor de estrés oxidativo. 

Sigma 

Dithiotreitol (DTT) 
(0,5-2 mM) 

Activador de la quinasa de retículo endoplasmático  
(PERK). Inductor de stress de RE. 

Invitrogen 

Insulina humana 
(100-300 µM) 

Activador de PI3K.  Pharma 

Transferrina 
(20 µg/ml) 

Activador de PI3K. Invitrogen 

Clorpromazina 
;ϰ0 μMͿ 

Inhibidor de la endocitosis mediada por clatrina Sigma 

Cicloheximida 
;Ϯϱ0 μMͿ 

Inhibidor de la traducción: estabilizador de 
polisomas 

Sigma 

Puromicina 
;Ϯϱ0 μMͿ 

Inhibidor de la traducción: desestabilizador de 
polisomas 

Sigma 

 

Los tratamientos con los inhibidores farmacológicos de las vías de señalización Ly294002, 

rapamicina y cafeína fueron realizados en células mantenidas durante 24 hs en medio sin suero 

(medio de ayuno). Los compuestos fueron agregados según se indica en cada ensayo, en medio de 

ayuno a 37°C en estufa de CO2.  

Los tratamientos con los activadores de las vías de señalización Insulina y transferrina fueron 

realizados en células mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno. Los compuestos fueron 

agregados según se indica en cada ensayo, en medio de ayuno a 37°C en estufa de CO2. 

Los tratamientos con los inductores de estrés thapsigargina, DTT, arsenito e hippuristanol 

fueron realizados durante 1 h a 37°C (o el tiempo específico indicado en el experimento) en medio 
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MEM 1,5%  SFB. Luego del tratamiento las células fueron procesadas para inmunofluorescencia 

indirecta (IFI) o western blot (WB). 

Los tratamientos con clorpromazina fueron realizados en células mantenidas durante 24 hs 

en medio de ayuno. El compuesto fue agregado 2 hs antes de la estimulación con insulina o de la 

infección con JUNV en medio de ayuno y fue mantenido durante todo el ensayo.  

Los tratamientos con los inhibidores de la traducción cicloheximida y puromicina fueron 

realizados durante 6 hs en MEM 1,5%  SFB.  

  

44..  EEssttaabblleecciimmiieennttoo  ddee  ccuullttiivvooss  ppeerrssiisstteenntteemmeennttee  iinnffeeccttaaddooss  ccoonn  JJUUNNVV  

La línea de células Vero persistentemente infectada con JUNV (denominada V3) fue obtenido 

por infección de células Vero con la cepa XJCl3 de JUNV a una MOI de 1 ufp/cél.. Después de la 

infección las células fueron mantenidas en MEM 1,5%   hasta el final de la fase aguda de infección 

(alrededor de los 25-30 días p.i.). El cultivo fue caracterizado de acuerdo a la expresión de las 

proteínas virales N y G1, capacidad fusogénica (G2), producción de virus infeccioso y resistencia a la 

sobreinfección. Los cultivos persistentes iniciados en presencia de Ly294002 fueron realizados en el 

mismo ensayo de obtención de la línea V3, el compuesto fue agregado a una concentración 10 µM en 

MEM 0,5%  de SFB y mantenido durante 7 días, realizando un cambio del medio cada tres días. 

Transcurrido el tratamiento el compuesto fue retirado y reemplazado por MEM 1,5% .  Los 

tratamientos fueron realizados durante el primer mes, y caracterizados cada 7 días durante este 

primer mes y luego a los 60 y 120 días p.i..   

Los estudios efectuados en estas células  se realizaron entre los días 7 y 400 p.i..  

El crecimiento y mantenimiento de la línea V3, y de las líneas persistentes obtenidas en 

presencia de Ly294002, fue similar al mencionado en el ítem 1 para células Vero. 

 

55..  EEnnssaayyoo  ddee  vviiaabbiilliiddaadd  cceelluullaarr  ((ttééccnniiccaa  ddeell  MMTTTT))  

Para evaluar el crecimiento de los cultivos celulares, se utilizó el ensayo colorimétrico o 

técnica del MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil bromuro de tetrazolio). Este compuesto es 

procesado por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa formando cristales de formazán 

(producto coloreado), siendo la cantidad de los mismos proporcional al número de células 

metabólicamente activas presentes en el cultivo. Las monocapas de células correspondientes a los 

ensayos respectivos fueron crecidas en microplacas de 96 cavidades. Luego del tratamiento 

adeĐuado, se agƌegaƌoŶ ϭϬ μl de uŶa soluĐióŶ de MTT ;ϱ ŵg/ŵlͿ ;“igŵa-Aldrich, USA) en cada cavidad 

y se incubó a 37ºC durante 2 h. Transcurrido este período, se descartaron los sobrenadantes y los 

Đƌistales de foƌŵazáŶ fueƌoŶ disueltos eŶ ϮϬϬ μl de etaŶol poƌ Đaǀidad. “e deteƌŵiŶó la deŶsidad 
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óptica, utilizando un lector de ELISA a una longitud de onda de muestra de 492 nm y una longitud de 

onda de referencia de 690 nm. 

 

66..  CCuuaannttiiffiiccaacciióónn  ddee    vviirruuss  

66..aa  EEnnssaayyoo  ddee  iinnffeeccttiivviiddaadd  vviirraall  

La cuantificación de la infectividad viral se llevó a cabo mediante la técnica de unidades 

formadoras de placas (ufp). Para ello, se infectaron monocapas de células Vero crecidas en 

microplacas de 24 cavidades con 0.1 ml de diluciones seriadas decimales del virus, dejando adsorber 

el inóculo por 1 h a 37ºC. Al cabo de ese tiempo, se descartó dicho inóculo y las células se cubrieron 

con medio de cultivo semisólido formado por una mezcla en partes iguales de metilcelulosa 1,4%  y 

MEM 2x (doble concentrado). Luego de 7 días de incubación a 37ºC, para JUNV y de 48 hs para HSV-1, 

VSV y poliovirus, las células se fijaron con formol 10%  durante 1 h y se tiñeron con cristal violeta 1%  

en etanol 10% . 

El título fue calculado como: 

 

                              Título (ufp/ml)=       Promedio del N° de placas 
                                              Volumen del inóculo x dilución 
 
 

66..bb..  EEnnssaayyoo  ddee  aaddssoorrcciióónn//ppeenneettrraacciióónn  

Monocapas de células Vero mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno fueron pre-

tratadas con 10 µM de Ly294002 durante 45 min y posteriormente infectadas JUNV a una MOI de 10 

ufp/cél. en ausencia o presencia de droga. El inóculo se dejó adsorber por distintos tiempos a 37ºC,  

al cabo de los cuales el inóculo fue removido y las monocapas fueron tratadas con  buffer citrato para 

ƌeŵoǀeƌ el ǀiƌus adsoƌďido Ŷo peŶetƌado. FiŶalŵeŶte, luego de Ϯ laǀados ĐoŶ PB“,  se agƌegó ϮϬϬ μl 

de del este buffer y las células se rompieron por 3 ciclos de congelado/descongelado. Los restos 

celulares se separaron por centrifugación (10 min a 3000 x g) cuantificándose virus infeccioso en el 

sobrenadante por la técnica de UFP.  

 

66..cc  EEnnssaayyoo  ddee  iinntteerrnnaalliizzaacciióónn  ppoorr  ppllaaqquueeoo  ddiirreeccttoo  

Células Vero mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno fueron pre-tratadas o no con 10 µM de 

Ly294002 durante 45 min y posteriormente infectadas a 4°C con 200 ufp de JUNV en presencia o 

ausencia de compuesto. Luego de 1 h de adsorción las células fueron incubadas por períodos 

variables  de tiempo a 37 ° C con medio de ayuno (en presencia o ausencia de compuesto). Al tiempo 
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indicado el medio fue retirado, las monocapas fueron lavadas 2 veces con PBS frío y 1 vez con buffer 

citrato para remover el virus adsorvido no penetrado. Finalmente las células se cubrieron con medio 

de cultivo semisólido y las placas fueron reveladas luego de 7 días de incubación a 37ºC. 

 

77..  IInntteerrnnaalliizzaacciióónn  ddee  ttrraannssffeerrrriinnaa  

Los ensayos de incorporación de transferrina fueron realizados empleando transferrina 

humana conjugada a TRITC (Invitrogen). Células Vero y V3 mantenidas durante 24 hs en medio de 

ayuno fueron pre-tratadas o no con 10 µM de Ly294002 durante 45 min y posteriormente incubadas 

por distintos tiempos a 37ºC con transferrina-TRITC ;ϮϬ μg/ŵlͿ eŶ pƌeseŶĐia o auseŶĐia del iŶhiďidoƌ. 

Terminada la incubación, las células se lavaron 3 veces con PBS se fijaron con metanol por 10 min a -

20ºC. Finalmente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se montaron en glicerina tamponada 

conteniendo 2,5%  de DABCO. 

 

88..  EEnnssaayyoo  ddee  WWeesstteerrnn  bblloott  ((WWBB))  

Células crecidas en microplacas de 24 cavidades fueron  lavadas con PBS y  lisadas con buffer 

de siembra para PAGE (Tris-HCl Ϭ,Ϭϲ M pH ϲ,ϴ, “D“ ϱ%, gliĐeƌol ϭϬ%, β-Me-OH 2 % , azul de 

bromofenol 0,005 % ) a los tiempos indicados en cada ensayo. Las proteínas celulares se resolvieron 

por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 10%  (PAGE-SDS) (Tris-ClH 0,2M pH 8,8 

con SDS 0,1% , utilizando como agentes catalizadores el TEMED y persulfato de amonio). La 

electroforesis se realizó a 110 V en buffer de corrida (Tris-ClH 0,025M pH 8,3, glicina 0,192M y SDS 

0,1% ). La transferencia de proteínas fue realizada a una membrana de PVDF (Hybond P, Amersham 

Pharmacia), utilizando un sistema de electrotransferencia en seco (LKB Electrophoretic transfer 2117 

250 Bromma) durante 1 h 30 min a 0,8 mA/cm2 de membrana, previamente activada con metanol y 

equilibrada con buffer de transferencia (buffer de corrida sin SDS, metanol 20% ). Para detectar la 

proteína eIF4GI (aprox. 200 KDa) se realizó una transferencia líquida durante 12 hs a 4°C.  

Luego de la transferencia las membranas fueron bloqueadas y procesadas según el protocolo 

correspondiente A, B o C (cuadro II). La lista de proteínas determinadas con cada protocolo se detalla 

a continuación: 

Protocolo A: 

  Monoclonal ratón anti-N:  1/600  (NA05AG12) (Sanchezy col., 1989).  
 

Protocolo B:  

 Policlonal conejo anti-p-Akt (Ser473): 1/1000  (Cell Signalling ). 

 Policlonal conejo anti-Akt total:  1/1000 (Cell Signalling). 
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 Monoclonal ratón anti-Actina:  1/1000 (Cell Signalling). 

 Policlonal conejo anti-eIF4GI: 1/1000  (Aldabe y col., 1995) 

 Policlonal conejo anti-eIF2α total: 1/1000 (Santa Cruz, Biotechnology). 

 Monoclonal ratón anti-eIF4A: 1/500 (Lab. Dr. H. Trachsel, Institute for Biochemistry and Molecular 

Biology, University of Berne, Holanda). 

 Monoclonal ratón anti-proteína ribosomal eucariota P: 1/10 (Lab. Dr J. P. García-Ballesta, Centro 

de Biología MoleĐulaƌ ͞“eǀeƌo OĐhoa͟, Madƌid, EspañaͿ. 

 Policlonal conejo anti-p97: 1/1000 (Lab. Dr. T. Preiss, Molecular Genetics Program, Victor Chang 

Cardiac Research Institute, Sydney, Australia). 

Protocolo C:  

 Policlonal conejo anti-p-eIF2α  (Ser 211) 1/1000  (Cell Signalling) 

 Monoclonal ratón anti-GPC: 1/600 (GB03-BE08) (Sanchezy col., 1989) 

 
Cuadro II. Protocolos empleados para WB 

 

Protocolo A B C 

 Solución Bloqueo (SB) 
 
 

Tiempo de incubación 

 Leche descremada 5%  
en PBS 
 

 Overnight a 4°C 

 BSA 4%  en TBS 0.1 %  
Tween (TBS-T) 
 

 1 h a 37°C 

 Leche descremada 5%  
en TBS-T  
 

 Overnight a 4°C 

Lavados 

(3 lavados 5 min c/u) 

 

PBS 

 

TBS-T 

 

TBS-T 

  1° anticuerpo 
 

Tiempo de incubación 

 Dilución en PBS 
 

 1 h a 37°C 

 Dilución SB 
 

 Overnigth a 4°C 

 Dilución en BSA 4%  en 
TBS-T 

 1 h a 37°C 

  Lavados 

(3 lavados 5 min c/u) 

 

PBS 0,1 %  Tween (PBS-T) 

 

TBS-T 

 

TBS-T 

  2° anticuerpo 

 

 

 

Tiempo de incubación 

 Dilución en SB 

 Burro anti-ratón 
1/5000 (Sigma) 
 
 
 

 1 h a 37°C 

 Dilución en SB 

 Burro anti-conejo 
1/1000  
(Amersham) o goat 
anti-ratón 1/5000 
(Sigma)  
 

 1 h a 37°C 

 Dilución en SB 

 Burro anti-conejo 
1/1000  
(Promega) 
 
 
 

 1 h a 37°C 

 

Luego de la incubación con el respectivo  anticuerpo 2o se realizaron 3 lavados con agitación de 5 min 

c/u con PBS-T o TBS-T según protocolo.  Finalmente, el revelado se llevó a cabo mediante la técnica 

de quimioluminiscencia, utilizando los reactivos ECLTM (Enhanced chemiluminescence) (Amersham-

Pharmacia, USA), por impresión en película radiográfica (Kodak). 
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En los casos correspondientes la cuantificación de bandas fue realizada mediante el empleo del 

software Scion Image, y expresada en unidades arbitrarias como el cociente de la medición de la 

banda de interés con su respectivo control de carga. 

 

99..  TTééccnniiccaa  ddee  iinnmmuunnoofflluuoorreesscceenncciiaa  iinnddiirreeccttaa  ((IIFFII))  

99..aa..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  aannttííggeennooss  vviirraalleess  

Para la determinación N y GPC las células fueron crecidas sobre cubreobjetos, infectadas con 

JUNV y luego del correspondiente tratamiento, se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con metanol a -

20º C, durante 10 min. Luego del período de fijación, se retiró el metanol y se dejó secar al aire. 

El ensayo de IFI se realizó según el protocolo indicado en el cuadro III. 

 

  Cuadro III. Protocolo de IFI para la determinación de antígenos virales 

Protocolo Marcadores virales 
Bloqueo NO 

1° Anticuerpo 
 
 
 
 
Tiempo de incubación 

 Diluciones en PBS 
 

 Ratón anti-N: 1/300 (SA05AG12) 

 Ratón anti-GPC: 1/300 (GB03BE08) 
 

 1 h a 37°C 

Lavados 
(3 lavados 5 min c/u con agitación) 

 
PBS 

2° anticuerpo 
 
 
 
Tiempo de incubación: 

 Diluciones en PBS 
 

 Cabra anti-ratón FIT-C: 1/100 (Sigma) 
 

 1 h a 37°C 

Lavados 
(3 lavados 5 min c/u con agitación) 

 
PBS 

Montaje glicerina tamponada y DABCO 2.5%  (Sigma, Aldrich) 

 

La expresión de antígenos virales fue cuantificada utilizando el programa Image Pro-plus, a 

partir de 20-30 campos escogidos al azar (aumento 400x) con similar número de células. El %  de 

expresión fue calculado como la media de tres o más ensayos independientes donde el error 

corresponde al SD.  

 

99..bb..    DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  mmaarrccaaddoorreess  cceelluullaarreess  

Para la determinación marcadores de SGs (TIA-1, eIF4E, PABP-1),  PBs  (Hedls, Rck/p54) y 

factores de traducción las células fueron crecidas  sobre cubreobjetos y  luego del correspondiente 

tratamiento, se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con paraformaldehído (PFA) 4 %  en PBS a 37°C 
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durante 15 min Previos 3 lavados con PBS en agitación durante 5 min, las células fueron 

permeabilizadas con Tritón X-100 0,2 %  en PBS durante 10 min a 37°C.  

El ensayo de  IFI se realizó según el protocolo indicado en el cuadro IV. 

 

  Cuadro IV: Protocolo de IFI para la determinación de marcadores de GSs y PBs 

Protocolo Marcadores de SGs y PBs- Ensayo de doble marca 
Bloqueo 
 
Tiempo de incubación 

 BSA 3%  en TBS 0,3 % Tritón (SB)  
 

 1h a 37°C 

1° Anticuerpo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tiempo de incubación 

 Diluciones en SB:  

 Cabra anti- TIA-1: 1/300 (Santa Cruz Biotechnology) 

 Ratón anti- PABP-1:1/300 (Santa Cruz Biotechnology) 

 Conejo anti- Hedls: 1/600 (Sigma Aldrich) 

 Conejo anti-eIF4E: 1/50 

 Conejo anti-eIF4GI: 1/100  

 Ratón anti-eIF4A: 1/50 

 Ratón anti-proteína ribosomal P: 1/10 

 Conejo anti-p97: 1/50  

 Conejo anti-Rck/p54: 1/300 (Bioscience) 
 

 1 h a 37°C 

Lavados 
(3 lavados 5 min c/u con agitación) 

 
TBS 0,1 %  Tween (TBS-T) 

2° anticuerpo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tiempo de incubación: 

 Diluciones en SB 
Marca simple: 

 Burro anti-cabra Cy3: 1/200 (Invitrogen) (TIA-1) 

 Burro anti-ratón Alexa 448: 1/300 (Invitrogen) (N, GPC, 
ribosomas) 

 Burro anti-conejo Alexa 555: 1/300 (Invitrogen)(eIF4GI y p97) 

 Cabra anti-conejo TRIT-C: 1/100 (Sigma) (Hedls) 
Marca doble: 

 Burro anti-cabra Cy3 (TIA-1) + Burro anti-ratón Alexa 448 
(antígenos virales N ) 

 Burro anti-conejo Alexa 555 (p97, eIF4GI) + burro anti-ratón 
Alexa 488 (antígenos virales N o GPC) 

 Burro anti-conejo Alexa 555 (p97, eIF4GI) + burro anti-ratón 
Alexa 488 (ribosoma) 

 

 1 h a 37°C 

Lavados 
(3 lavados 5 min c/u con agitación) 

 
TBS-T 

Montaje Mobiol 

 

En el caso de las muestras procesadas para microscopía confocal los núcleos fueron marcados 

con  To-Pro 3 (Invitrogen) agregado junto con los anticuerpos secundarios en una dilución 1/500. 

La cuantificación de los SGs fue realizada en forma manual tomando como tamaño de 

muestra entre 150-300 células elegidas al azar, se consideraron como células positivas las que 
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presentaron  un número de SGs > 2.  Los resultados son expresados como %  de células con SGs a 

partir del total de células contadas.  En los experimentos de marca doble se cuantificó el %  de células 

con SGs positivas y negativas para la expresión de N. 

La co-localización entre dos antígenos fue expresada mediante el coeficiente de correlación 

de Pearson. Los valores de este coeficiente varían entre -1 y 1, donde valores comprendidos entre 

0.5-1 indican co-localización y valores comprendidos entre -1 y 0.5 indican ausencia de co-localización 

(Zinchuk V y Zinchuk O, 2008). Este coeficiente fue calculado mediante el programa MacBiophotonics 

Image J.  

  
99..cc    DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  mmaarrccaaddoorreess  ddee  cciittooeessqquueelleettoo  

Para la determinación de proteínas de citoesqueleto las células fueron crecidas sobre 

cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades y procesadas al tiempo indicado según el experimento. 

Los cultivos fueron lavados 3 veces con PBS para su posterior fijado con paraformaldehído 4%  en PBS 

por 10 min a Tº ambiente, seguido de 3 lavados con PBS y posterior incubación de 10 min con NH4Cl a 

Tº ambiente. Finalmente, las células se permeabilizaron con Triton X-100 1%  por 10 min a Tº 

ambiente seguido por 3 lavados con PBS.  

El ensayo de IFI se realizó según el protocolo mencionado en el cuadro V.  

 

              Cuadro V. Protocolo para la determinación de marcadores de citoesqueleto 

protocolo Actina 
1° Anticuerpo 
 
Tiempo de incubación 

 
NO 

Lavados 
(3 lavados 5 min c/u con 
agitación) 

 
NO 

2° anticuerpo 
 
 
Tiempo de incubación: 

  Solución de Phalloidina-FITC: 
1/20 (Sigma) 

 

 1 h a 37°C 

Lavados 
(3 lavados 5 min c/u con 
agitación) 

 
PBS 

Montaje (Sigma, Aldrich) 

 

1100..  EEnnssaayyoo  ddee    iinnmmuunnoopprreecciippiittaacciióónn  

Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 6 cavidades fueron no infectadas o 

infectadas con JUNV  (moi de 1 ufp/cél.). Finalizada la hora de adsorción se incubó con MEM 1,5%  

“FB. A los ϰϴ  h  p.i. las Đélulas se laǀaƌoŶ ĐoŶ PB“ Ǉ se lisaƌoŶ ĐoŶ ϳϱ μl ďuffeƌ RIPA ;NaCl Ϭ,ϭϱM, “D“ 
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0,1% , Triton X-ϭϬϬ ϭ%, PM“F Ϭ,ϭŵM, ApƌotiŶiŶa ϭϬ μg/ŵl, deoǆiĐolato de Na ϭ%, Tƌis-HCl 0,01M pH 

7,4). Las muestras fueron sometidas a ciclos de congelado/descongelado y sonicadas. 

Posteriormente, las mismas se centrifugaron a 10000 r.p.m. por 10 min. Al sobrenadante obtenido 

luego de la centrifugación se adicionó  1/100 del anticuerpo anti-N, anti-eIF4E o anti-eIF4GI, 

incubándose esta solución durante 30 min a 37ºC y luego 90 min a 4ºC. Como medio de arrastre de 

los Đoŵplejos iŶŵuŶes se agƌegó ϭϬϬ μl de pƌoteíŶa A-sefarosa (100 mg/ml) (GE Technology) y se 

incubó durante otros 30 min a 37ºC, seguido de 90 mina 4ºC. Luego de esta incubación las muestras 

fueron centrifugadas a 10000 r.p.m., el sobrenadante correspondiente fue guardado como fracción 

no inmunoprecipitada (resuspendida en buffer PAGE) y el inmunoprecipitado (complejo proteína A-

inmunoglobulina-proteínas) fue sometido a  tres ciclos de lavado con buffer RIPA.  Finalmente el 

pellet se resuspendió en buffer de siembra PAGE, se hirvió a 100 ºC por 2 min conservándose el 

sobrenadante. Las muestras fueron resueltas en SDS-PAGE y procesadas para WB según la proteína a 

revelar. 

  
1111..  TTrraannssffeecccciióónn  ddee  ccéélluullaass  ccoonn  lliippooffeeccttaammiinnaa  

1111..aa  TTrraannssffeecccciióónn  ccoonn  AADDNN  ppllaassmmííddiiccoo  

Células Vero fueron crecidas en microplacas de 24 cavidades hasta 60%  de confluencia. Para 

Đada ŵuestƌa se pƌepaƌaƌoŶ ŵezĐlas sepaƌadas de ϭ μg de ADN plasŵídiĐo eŶ ϱϬμl de OptiMEM 

(Gibco) sin suero Ǉ Ϯ,ϱμl de lipofeĐtaŵiŶa ϮϬϬϬ ;IŶǀitƌogeŶͿ eŶ ϱϬμl del ŵisŵo ŵedio. Luego de ϮϬ 

minutos, se combinaron las soluciones de lipofectamina y ADN, y se incubaron por 40 min adicionales 

a Tº ambiente para permitir la formación de complejos. Posteriormente, se agƌegaƌoŶ los ϭϬϬ μl de la 

mezcla a cada una de las cavidades de la microplaca, incubándose los cultivos en estufa de CO2 

durante 5 h. Finalmente, transcurrido dicho tiempo se reemplazó el medio con la mezcla de 

transfección por OptiMEM 5%  SFB. A las 24 h post-transfección las células fueron infectadas con JUNV 

o no infectadas, e incubadas durante 24 o 48 hs p.i. según experimento a realizar.  

Plásmidos empleados:  

 pcDNA3.1-N, pcDNA3.1-GPC, pcDNA3.1-Z-eGFP (Artuso y col., 2009).  

 pCEFL-Akt wt (salvaje) y pCEFL Akt Mut (mutado en su dominio de kinasa) (Murga y col., 1998). 

 eIF4A wt y eIF4A mutado (provistos por el Dr. A. Panganiban, Universidad de Nuevo México) 

 pcDNA3-HA-4E-BP1 wt  (salvaje) y pcDNA3-HA-4E-BP1 4A (mutada en su sitio de fosforilación por 

mTOR) (Burgui, I y col., 2007). 
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1111..bb..  TTrraannssffeecccciióónn  ccoonn  ssiiAARRNNss  

Células Vero fueron crecidas en microplacas de 24 cavidades hasta 60%  de confluencia fueron 

tƌaŶsfeĐtadas ĐoŶ uŶa ŵezĐla de  Ϯϱ Ŷg del ƌespeĐtiǀo siRNA Ǉ Ϭ,ϱμl de lipofeĐtaŵiŶa ϮϬϬϬ eŶ ϭϬϬ μl 

finales de OptiMEM (Gibco) sin suero. A las 4 h post-transfección las células fueron disgregadas con 

tripsina y sembradas en proporción 1:2 en placa de 24 cavidades en medio MEM 5%  SFB. A las 12 h. 

post-siembra las células fueron transfectadas nuevamente con una mezcla del respectivo siRNA en las 

condiciones mencionadas anteriormente. A las 24 h post-2da reacción de transfección, las células 

fueron infectadas con JUN o no infectadas, e incubadas durante 24 o 48 hs p.i. según experimento a 

realizar. 

Las secuencia blanco de los siARNs empleados fueron: siARN dirigido contra eIF4GI: 5´-

GAGCGAAGCTGCTGCAGAA-3´ (Welnowska y col., 2009), siARN dirigido contra p97: 5´-

AGTCGTTCCTAATGAATAA (Welnowska y col., 2009);  siARN control: corresponde a una secuencia al 

azar que no interfiere con proteínas celulares  (Gene Link, siControl non silencing un labeled). 

 

1122..  EEnnssaayyoo  ddee  iinnccoorrppoorraacciióónn  ddee  mmaarrccaa  rraaddiiaaccttiivvaa..  

Células Vero crecidas en placas de 24 cavidades provenientes de cada ensayo particular, 

fueron incubadas con DMEM deficiente en metionina y cisteína durante 1 h a 37°C. Posteriormente 

las Đélulas fueƌoŶ iŶĐuďadas ĐoŶ DMEM supleŵeŶtado ĐoŶ Ϯϱ μCi/ŵl ŵaƌĐa ƌadioaĐtiǀa ;ŵetioŶiŶa Ǉ 

cisteína marcadas con 35S [Expre35S35S, NEN, USA]) durante 1 h a 37°C.  Transcurrido este tiempo las 

células fueron lavadas con PBS, resuspendidas en buffer de siembra PAGE y hervidas durante 4 min. 

Las muestras fueron resueltas en geles de gradiente 4-12 Bis-Tris (NuPage® [Invitrogen]), una vez 

finalizada la electroforesis, los geles se tiñeron con una solución de Coomasie Blue R250 al 0,25%  en 

metanol: H2O: acético glacial (50:50:10). Posteriormente, los geles se decoloraron y fueron incubados 

con una solución de Acético: Etanol: H2O (10:10:30) durante 15 min y  fijados con Salicilato 1M  

durante 45 min. Finalmente, los geles se secaron y se expusieron sobre una película Agfa Curix RPI 

durante distintos tiempos. 

Alternativamente las células fueron marcadas radiactivamente según se describe en el 

párrafo anterior y posteriormente inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti-N. Finalmente las 

muestras inmunoprecipitadas fueron resueltas en SDS PAGE. 

 

1133..  EElleeccttrrooppoorraacciióónn  ddee  ccéélluullaass  ccoonn  llaa  pprrootteeaassaa  22AA  ddee  ppoolliioovviirruuss  

Células Vero crecidas en placas de 10 cm2 fueron infectadas con JUNV a una moi de 5 ufp/cél. 

o no infectadas. A las 48 h p.i. las células provenientes de cada placa fueron disgregadas con tripsina, 
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lavadas 2 veces con PBS estéril y resuspendidas en 800 µl de dicho buffer. Para la reacción de 

electroporación 200 µl de resuspendido de células fueron electroporados con 1 o 10 µg del mRNA de 

la proteasa de poliovirus, previa transcripción in vitro con la polimerasa T7 a partir de plásmido que 

contiene el gen 2A de poliovirus tras el IRES del EMCV (pTM1-2A) (Aldabe, R., 1995). El pulso de 

electroporación fue realizado durante 7 mseg a un voltaje de 1.5 Kv y una capacitancia de 25 µF.  

Posteriormente las células provenientes de cada reacción de electroporación fueron sembradas en 

una cavidad de placa de 24 pocillos con MEM 10%  SFB y a  las 2 h post-electroporación fueron 

marcadas metabólicamente con 35S, según se describe en el ítem 12.  
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11..  RREEGGUULLAACCIIÓÓNN  DDEE  LLAA  VVÍÍAA  DDEE  SSEEÑÑAALLIIZZAACCIIÓÓNN  DDEE  PPII33KK//AAKKTT//mmTTOORR  EENN  EELL  CCIICCLLOO  DDEE  MMUULLTTIIPPLLIICCAACCIIÓÓNN  

DDEE  JJUUNNVV  

  

La vía de PI3K/Akt constituye una de las principales rutas moduladoras de la traducción cap-

dependiente (Mamane y col., 2006)  y en función de que los mARNs de JUNV poseen en el extremo 5´ 

una estructura m7Gppp-cap (Banerjee y col., 1976), esta vía podría estar implicada en la traducción 

de las proteínas virales.  Finalmente, el hecho de que la infección in vitro con arenavirus no suprima la 

síntesis de proteínas celulares (Candurra y col., 1990), la cual es mayoritariamente cap-dependiente, 

sugiere el mantenimiento de esta vía activa durante la infección. En base a lo expuesto, la modulación 

de la vía de PI3K/Akt podría tener  múltiples funciones en el ciclo de replicación del JUNV, que irían 

desde generar un entorno favorable para su replicación, regulando su potencial citopático y 

favoreciendo la traducción de sus mARNs, hasta mediar el inicio de la persistencia, mediante el cual el 

virus asegura su subsistencia en la naturaleza.  

Sobre la base de los antecedentes mencionados, en este primer capítulo se estudió  la 

modulación de la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR durante el ciclo de multiplicación de JUNV in 

vitro.  

  

11..11  EEFFEECCTTOO  DDEE  LLAA  IINNHHIIBBIICCIIÓÓNN  DDEE  PPII33KK  EENN  LLAA  IINNFFEECCCCIIÓÓNN  AAGGUUDDAA  CCOONN  JJUUNNVV  

El bloqueo de la quinasa PI3K, una de las principales reguladoras de la actividad de Akt, 

reprime la activación completa de esta última.  Akt  se caracteriza por poseer 2 sitios de fosforilación 

claves e interdependientes: Thr308 (ubicado en el dominio catalítico) y Ser473 (ubicado en el dominio 

hidrofóbico).  La fosforilación en el dominio catalítico es mediada por la quinasa PDK-1, mientras que 

la fosforilación en Ser473 es mediada por el  complejo reorganizador del citoesqueleto de actina, 

TORC2 (mTOR/rictor). El hecho de que la inhibición de PI3K afecte la fosforilación en Ser473 de Akt 

indica que el complejo TORC2 sería regulado directa o indirectamente por esta quinasa, sin embargo, 

hasta el momento el mecanismo de regulación de este complejo aún no ha sido esclarecido.  

La Figura 15 representa un esquema simplificado de la vía de PI3K/Akt, con sus principales 

efectores y los blancos de acción de los inhibidores ensayados (vía completa en Introducción, Figura 

11). 
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11..11..11  EEffeeccttoo  ddeell  ttrraattaammiieennttoo  ccoonn  ccaaffeeíínnaa  

La cafeína ha sido caracterizada como una droga inhibitoria de la actividad lípido quinasa de 

PI3K, cuya acción afecta la fosforilación de Akt en Ser473 y Thr308 (Foukas y col., 2002). Estudios 

previos de nuestro laboratorio reportaron que el tratamiento con esta droga reduce la producción de 

virus en células infectadas con JUNV en forma dosis-dependiente, observándose una inhibición en la 

síntesis de antígenos virales como así también en la producción de virus infectivo  (Candurra y 

Damonte, 1999). Con el objetivo de establecer una posible relación entre el efecto inhibitorio de la 

cafeína en la replicación del virus y su acción sobre la vía de PI3K/Akt, se profundizaron los estudios 

acerca la acción de esta droga en la multiplicación de JUNV. 

En función de que la vía de PI3K/Akt es activada por factores de crecimiento presentes en el 

suero bovino, los ensayos de esta vía fueron realizados en medio de cultivo sin suero (medio de 

ayuno) a fin de evitar la interferencia de los mismos. De esta manera se evaluó en primer lugar el 

efecto de la cafeína sobre la viabilidad celular en condiciones de ayuno. Células Vero fueron tratadas 

con concentraciones de cafeína en el rango de 2-10 mM durante 24 hs y posteriormente evaluadas 

mediante un ensayo de viabilidad celular por MTT. Como se observa en la Figura 16, en el rango de 

concentraciones ensayadas sólo se detectó una reducción moderada de la viabilidad, observándose 

Figura 15. Esquema representativo de la vía de señalización PI3K/mTOR /Raptor.  En color rojo se muestran los blancos 
de inhibición específicos de los compuestos ensayados, en color verde se muestran otros posibles blancos de acción. 
Líneas llenas representan rutas caracterizadas, las líneas punteadas representan posibles rutas.    
→ ;aĐtiǀaĐióŶͿ;        ;iŶhiďiĐióŶͿ.  
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una disminución aproximada del 30%   a la concentración  10 mM.  A estas mismas concentraciones el 

tratamiento con cafeína indujo una reducción dosis-dependiente en la producción de virus infectivo, 

observándose valores de rendimiento de 65±7 % , 20±5 %  y 5±3 %   en los tratamientos de 2, 6 y 10 

mM, respectivamente, en comparación con el rendimiento obtenido en las células no tratadas (0mM) 

(Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A su vez, la expresión de N evaluada mediante IFI también fue reducida frente al tratamiento 

con cafeína, observándose valores de inhibición del 76±9 %  y 91±5 % , para las concentraciones 6 y 10 

mM, respectivamente (Figura 17a, paneles O y P). Los valores obtenidos fueron comparables a los 

reportados por Candurra y Damonte (1999), aunque la inhibición en ausencia de estimulación por 

suero, fue superior. Probablemente la presencia de suero en el medio de cultivo, active a la vía de 

PI3/Akt, contrarrestando el efecto inhibitorio ejercido por la cafeína. Esto explicaría la menor 

toxicidad de la droga en presencia de suero, como así también los valores levemente inferiores en la 

inhibición del virus.  

En base a que la integridad del citoesqueleto de actina es necesaria para la replicación de 

JUNV (Candurra y col., 1999), una posible causa de la reducción observada en la replicación del virus, 

podría ser que el tratamiento con cafeína altere la red de actina como consecuencia de la inhibición 

del complejo mTOR/rictor (TORC2). De esta manera se evaluó la integridad del citoesqueleto en 

células Vero infectadas o no infectadas con JUNV y tratadas con distintas concentraciones de cafeína 

durante 24 hs. Como se observa en la Figura 17a, el tratamiento con cafeína 10mM indujo 

alteraciones en las fibras de actina caracterizadas por una desorganización en la integridad de la 

ŵisŵas Ǉ la apaƌiĐióŶ de uŶ patƌóŶ de ͞ĐueŶtas de ƌosaƌio͟ taŶto eŶ las Đélulas Ŷo iŶfeĐtadas ;Figuƌa 

Figura 16. Efecto de cafeína en la viabilidad celular y en la replicación de JUNV. Células Vero mantenidas en ayuno durante 
24 hs fueron  infectadas con JUNV a una MOI de 0,1 ufp/cel. (Ensayo de rendimiento viral) o no infectadas (Ensayo de 
viabilidad celular) y tratadas con distintas concentraciones de cafeína durante 24 hs. Transcurrido este tiempo se realizó la 
cuantificación de infectividad viral en los sobrenadantes mediante un ensayo de ufp y la viabilidad celular fue evaluada 
mediante un ensayo de MTT.  
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17a, panel D y Figura 17b) como en las células infectadas con JUNV (Figura 17a, panel L). Sin embargo 

estas alteraciones no fueron observadas frente a los tratamientos de menor concentración (Figura 

17a, paneles A-C y I-K). Estos resultados indican que el efecto en la replicación de JUNV observado 

frente al tratamiento con 10 mM de cafeína podría ser una consecuencia de la alteración del 

citoesqueleto celular. En cambio, los tratamientos a concentraciones inferiores, en los cuales no se 

detectaron estas alteraciones pero aún así se redujo la replicación del virus, sugieren que 

probablemente otro efecto de la droga sea el responsable de la inhibición observada. 
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Figura 17. Efecto de cafeína sobre el citoesqueleto de actina y la fosforilación de Akt. (a) Células Vero mantenidas 24 hs en 
medio de ayuno, fueron no infectadas (control) o infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cel. y tratadas con distintas 
concentraciones de cafeína. A las 24 hs p.i. la actina celular y N fueron ensayadas mediante IF. Los números en los paneles 
indican el %  de inhibición de expresión de N, respecto del control sin tratar. El error corresponde al SD de tres experimentos 
independientes. (b) Filamentos de actina correspondientes a células Vero no tratadas (control) o tratadas con cafeína 
10mM. (c) Células Vero mantenidas en medio de ayuno durante 24 hs fueron pre-tratadas con distintas concentraciones de 
cafeína durante ϭ h Ǉ estiŵuladas posteƌioƌŵeŶte ĐoŶ ϮϰϬ μM de iŶsuliŶa eŶ pƌeseŶĐia de la dƌoga. A los ϯϬ ŵiŶ post-
estimulación las células fueron lisadas y la fosforilación de Akt (Ser473) fue evaluada mediante WB.    
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Finalmente, a fin de comprobar el efecto de la cafeína sobre PI3K, se evaluó la activación de 

Akt (Ser473) inducida por insulina en células Vero tratadas con las concentraciones de cafeína 

evaluadas en los en los ensayos anteriores. Como se observa en la Figura 17c, el tratamiento con la 

droga redujo considerablemente la activación de Akt, observándose un bloqueo en su fosforilación 

prácticamente total a partir de la concentración 6 mM. 

 En base a estos resultados se podría inferir que el efecto que la cafeína ejerce sobre la 

activación de la vía de PI3K/Akt podría ser la causa de la inhibición en la replicación de JUNV, sin 

embargo dada la amplia variedad de efectos pleiotrópicos reportados para esta droga, no es posible 

asegurar que la inhibición observada se deba específicamente a la acción sobre esta quinasa.  

  
11..11..22  EEffeeccttoo  ddeell  ttrraattaammiieennttoo  ccoonn    LLyy229944000022  

En base a la insepecificidad de la droga cafeína para determinar  la participación de PI3K en la 

replicación de JUNV, se decidió evaluar el efecto del compuesto Ly294002, un inhibidor específico de 

esta quinasa. Esta droga es un derivado morfolínico de la quercetina que actúa como un potente 

inhibidor reversible de PI3K (Vlahos y col., 1994). En primer lugar se determinó la viabilidad celular 

mediante un ensayo de MTT, en el cual células Vero  fueron tratadas con distintas concentraciones 

Ly294002 durante 12 y 24 hs. Como se observa en la Figura 18a, las concentraciones ensayadas no 

ŵostƌaƌoŶ efeĐtos ĐoŶsideƌaďles eŶ la ǀiaďilidad Đelulaƌ. El tƌataŵieŶto ĐoŶ ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ fue 

elegido para continuar los ensayos, ya que a esta concentración los valores de viabilidad se 

mantuvieron cercanos o incluso superiores al 90% , observándose un bloqueo prácticamente total en 

la fosforilación de Akt (Figura 18b), sin detectarse  alteraciones en el citoesqueleto de actina (Figura 

18c).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Efecto de  Ly294002 sobre la viabilidad de células Vero (a) Células Vero mantenidas durante 24 hs en medio de 
ayuno, fueron tratadas con distintas concentraciones de Ly294002 (rango de 5-20 µM) y evaluadas a las 12 o 24 hs mediante 
un ensayo de  viabilidad celular por MTT. (b) Células Vero mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno fueron tratadas con 
iŶsuliŶa ϮϰϬ μM eŶ pƌeseŶĐia ;+Ϳ o auseŶĐia ;-Ϳ de ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ Ǉ eǀaluadas a los ϯϬ ŵiŶ post-contacto para 
determinar la presencia de P-Akt (Ser473) mediante WB. (c) Células Vero mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno 
fueron no tratadas ;ĐoŶtƌolͿ o tƌatadas ĐoŶ  ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ Ǉ pƌoĐesadas paƌa IF a las Ϯϰ hs post-tratamiento para 
evaluar la integridad de las fibras de actina. 
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Para determinar el efecto del compuesto sobre la multiplicación de JUNV, células Vero fueron 

infectadas Ǉ tƌatadas ĐoŶ ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ duƌaŶte ϭϮ Ǉ Ϯϰ hs. La pƌoduĐĐióŶ de ǀiƌus iŶfeĐtiǀo fue 

cuantificada mediante un ensayo de formación de placas, determinándose una reducción del 60±8 %  

y del 83±7 % , a las 12 y 24 hs p.i., respectivamente. Estos resultados se correspondieron con el efecto 

observado en la producción de N, para la cual se determinaron valores de inhibición de entre 60-70 %  

a las 12 hs p.i. y cercanos al 85 %  a las 24 hs p.i., tanto en la expresión  (Figura 19a) como en la 

síntesis (Figura 19b) de la proteína viral.  

El aumento de la MOI  en estos experimentos no modificó las conclusiones de los mismos,  ya 

que como muestra la Figura 19c, el tratamiento con Ly294002 durante 12 hs manifestó una reducción 

marcada en la expresión de N,  demostrando que aún a una elevada MOI se observa el efecto antiviral 

del compuesto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teniendo en cuenta que JUNV es capaz de multiplicar en distintos sustratos celulares se 

analizó la participación de la vía de PI3K en células humanas (A549), en las que el virus produce un 

efecto citopático similar al observado en células Vero y en células de hámster (BHK-21) en donde 

multiplica exhibiendo una capacidad citolítica muy reducida. En primer lugar se realizaron curvas de 

viabilidad celular a fin de determinar las concentraciones de ensayo de Ly294002 para cada línea, 

Figura 19. Efecto de  Ly294002 sobre la replicación de JUNV. Células Vero mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno, 
fueƌoŶ Ŷo iŶfeĐtadas o iŶfeĐtadas ĐoŶ JUNV ;MOI=ϭ ufp/Đél.Ϳ eŶ pƌeseŶĐia o auseŶĐia de ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ Ǉ tƌatadas ĐoŶ 
la droga durante 12 o 24 hs p.i.. (a) Expresión de N evaluada mediante IFI. Los números indican el %  de inhibición de la 
expresión de N respecto del control sin tratar correspondiente a cada tiempo p.i.. (b) Síntesis de N evaluada mediante WB.  
(c) Células Vero mantenidas en medio de ayuno durante 24 hs fueron no infectadas (control) o infectadas con JUNV a una 
MOI de ϭϬ ufp/Đél. eŶ pƌeseŶĐia o auseŶĐia de ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ Ǉ  tƌatadas duƌaŶte ϭϮ hs ĐoŶ  el iŶhiďidoƌ. TƌaŶsĐuƌƌido 
este tiempo las células fueron fijadas y procesadas para IFI a fin de evaluar la expresión de N.      
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seleĐĐioŶáŶdose los tƌataŵieŶtos ĐoŶ ϭϬ μM, paƌa Aϱϰϵ Ǉ ϮϬ μM, paƌa BHK-21, concentraciones a las 

cuales la viabilidad celular se mantuvo por encima del 90%  en ambos casos.   

Posteriormente se evaluó el efecto del compuesto en la multiplicación del virus, 

observándose una reducción en la síntesis y expresión de N en ambas líneas celulares (Figura 20). 

Estos valores se correlacionaron con una disminución del 77±7%  y  89±9%  en el rendimiento viral 

determinado a las 24 hs p.i. en células BHK-21 y  A549, respectivamente.    

Estos resultados refuerzan la importancia de la vía de señalización de PI3K en la replicación de 

JUNV, ya que la inhibición de la misma en cultivos celulares de distinto origen, muestra una marcada 

reducción en la replicación del virus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente para obtener información acerca de la participación de PI3K/Akt a lo largo de la 

infección con JUNV, se estudió la producción de virus en función del tiempo de agregado de Ly294002 

durante el ciclo de multiplicación viral. La Figura 21a muestra que el tratamiento con este inhibidor 

produjo efectos inhibitorios cuando fue agregado junto con el virus (0-18)  o luego de 1 h p.i. (1-18), 

sin embargo cuando la droga fue agregada a partir de las 3 hs p.i. no produjo efectos marcados en la 

expresión de N, estos resultados fueron observados tanto en células Vero  como en células A549. La 

cuantificación de virus infectivo se correlacionó con los resultados obtenidos por IFI, confirmando el 

efecto inhibitorio del compuesto sólo cuando éste es agregado a tiempos tempranos de infección 

(Figura 21b y 21c).  Como control se evaluó la replicación de VSV en células Vero tratadas con 

10%  

Figura 20. Efecto de  Ly294002 sobre la replicación de JUNV en células BHK-21 y A549.  Células BHK-21 y A549 mantenidas 
en medio de ayuno durante 24 hs, fueron no infectadas (control) o infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. en 
presencia o ausencia de Ly294002 y tratadas durante 24 hs con la droga, tiempo al cual la síntesis de N  fue evaluada 
mediante IFI y WB, respectivamente. Los números indican el %  de inhibición de la expresión de N respecto del control sin 
tratar donde el error corresponde al SD de tres experimentos realizados en forma independiente. Inf=células infectadas. 
Ly=Ly294002. Fotos en aumento 100X. 
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Ly294002 a distintos tiempos p.i., observándose que el agregado del compuesto no modificó la 

replicación de VSV en ninguno de los tiempos ensayados (Figura 21d). 

Estos resultados indicarían que JUNV requiere de la actividad de la quinasa PI3K para su 

replicación efectiva, ya que el bloqueo de la misma con los inhibidores cafeína o Ly294002 redujo 

significativamente la multiplicación del agente viral. Este requerimiento sería independiente de la 

línea celular empleada, debido a que el tratamiento con Ly294002,  disminuyó la multiplicación de 

JUNV en cultivos celulares de distinto origen. Finalmente el hecho de que el tratamiento con 

Ly294002 sólo haya mostrado efectos inhibitorios cuando es agregado durante las etapas tempranas 

de infección, sugiere la participación de PI3K en eventos tempranos de la multiplicación del virus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

Figura 21. Efecto del tratamiento con LY294002 a diferentes tiempos p.i..  Células Vero y A549 fueron mantenidas en 
ŵedio de aǇuŶo duƌaŶte Ϯϰ hs e iŶfeĐtadas ĐoŶ JUNV a uŶa MOI de ϭ ufp/Đél.  El tƌataŵieŶto ĐoŶ ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ fue 
realizado entre las 0-18, 1-18 y 3-18 hs p.i.. (a) Ensayo de IFI de N.  (b y c) Cuantificación de virus infectivo mediante ensayo 
de ufp. (d) Células Vero  mantenidas en medio de ayuno durante 24 hs fueron infectadas con VSV (MOI=0,001 ufp/cél.) y 
tratadas como se mencionó en el ítem anterior. A las 18 hs p.i. los sobrenadantes fueron cosechados y cuantificados por 
ensayos de ufp.  
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11..11..33  AAccttiivvaacciióónn  ddee  PPII33KK//AAkktt  dduurraannttee  llaa  iinnffeecccciióónn  aagguuddaa  ddee  JJUUNNVV 

La activación temprana de Akt mediada por PI3K ha sido reportada en numerosas infecciones 

virales, en las cuales mecanismos tempranos de interacción virus-célula mostraron ser responsables 

de la inducción de esta vía de señalización. Con el objetivo de confirmar la activación temprana de 

PI3K durante la infección con JUNV, se evaluó la fosforilación de Akt (Ser473) en células Vero y BHK-

21. En este experimento se analizó además el estado basal de fosforilación de Akt en células Vero no 

infectadas en los todos tiempos ensayados, a fin de eliminar la posibilidad de una activación 

inespecífica inducida durante la manipulación experimental de los cultivos. Como puede observarse 

en la Figura 22a, el control sin infectar presentó una leve activación de Akt en los primeros tiempos, 

sin embargo estos niveles fueron significativamente inferiores a los observados frente a la infección 

viral (Figura 22b).  El análisis de la fosforilación de Akt en células Vero infectadas con JUNV mostró 

una activación bifásica con un primer pico de fosforilación entre los 15-30 min p.i. y un segundo  pico 

menos pronunciado a los 120 min p.i. (Figura 22b). El tratamiento con Ly294002 bloqueó 

completamente la fosforilación de Akt, corroborando que la activación observada es mediada por la 

quinasa PI3K (Figura 22c). Finalmente la infección en células BHK-21 presentó un patrón de 

fosforilación bifásico similar al observado en células Vero, indicando un mecanismo común de 

activación en ambas líneas celulares desencadenado por la entrada del virus a la célula (Figura 22d). 
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  Vero 

Figura 22. Cinética de activación de Akt durante la infección con JUNV.  Células Vero o BHK-21 mantenidas durante 24 hs 
en medio de ayuno fueron no infectadas (Control)  o infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél (JUNV). A distintos 
tiempos p.i. las células fueron procesadas para determinar la presencia de P-Akt (Ser473) mediante WB. (a) Cinética de 
activación de Akt en células Vero no infectadas. (b) Cinética de activación de Akt en células Vero infectadas con JUNV. (c) 
Determinación de P-Akt a los 30 min post-contacto en células Vero infectadas con JUNV y tratadas con 10 µM de Ly294002. 
(d) Cinética de activación de Akt en células BHK-21 infectadas con JUNV. El tiempo cero corresponde al momento de 
agregado del inóculo viral.  En las muestras evaluadas a tiempos posteriores a los  60 min post-contacto,  el virus fue 
retirado luego de 1 hora de adsorción y las células fueron cubiertas con medio de ayuno. Las membranas fueron re-
probadas a fin de determinar el nivel de Akt total en cada calle. La activación de Akt en Ser473 es expresada en unidades 
arbitrarias (U.A.) calculadas como el coeficiente entre P-Akt /Akt-total, respecto del control sin infectar de cada ensayo o 
respecto del primer tiempo en el ensayo de células no infectadas. 
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Sobre la base de estos resultados se llevó a cabo un ensayo similar en el cual se inactivó al 

virus con luz ultravioleta (UV) y se evaluó la cinética de activación de Akt, en estas condiciones el virus 

es incapaz de replicar, pero conserva la capacidad unirse a su receptor y por tanto entrar en la célula 

blanco. Como puede observarse en la Figura 23a el virus inactivado con luz UV fue capaz de activar la 

vía de señalización de PI3K, provocando un patrón de fosforilación de Akt análogo al obtenido con el 

virus sin inactivar (Figura 22b). Estos resultados comprueban que la modulación de PI3K/Akt no sería 

mediada por la replicación viral, dada la incapacidad del virus inactivado para llevar a cabo este 

proceso,  sugiriendo al mecanismo de adsorción-penetración viral como responsable de la activación 

de la vía.  

Para profundizar los estudios acerca de la modulación de PI3K/Akt y su posible relación con el 

mecanismo de entrada de JUNV, se analizó en primer lugar, el comportamiento del receptor de 

transferrina (Tfr), el cual media el transporte de Tfr al interior celular a través de un mecanismo de 

endocitosis dependiente de clatrina y ha sido reportado como el principal receptor celular empleado 

por el virus para entrar en la célula blanco (Radoshitzky y col., 2007).  Como se observa en la Figura 

23b, la unión de la Tfr a su receptor indujo una activación bifásica de Akt similar a la inducida por el 

virus, sugiriendo que la actividad de dicho receptor sería responsable de la modulación de la vía de 

PI3K/Akt.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Posteriormente se evaluó si la unión de JUNV al receptor es suficiente para activar la vía de 

señalización o si se requiere un paso posterior del mecanismo de entrada del virus. Esto fue 

comprobado mediante el empleo de clorpromazina, un inhibidor del mecanismo de entrada 

dependiente de clatrina. Como muestra la Figura 24, la infección de JUNV en presencia de 

clorpromazina fue incapaz de activar a PI3K, observándose un bloqueo prácticamente total en la 

Figura 23. Activación de Akt por la entrada de JUNV-UV y Tfr. (a) Células Vero mantenidas en medio de ayuno durante 24 
hs fueron no infectadas (control) o infectadas con JUNV (MOI de 1 ufp/cél.) previamente inactivado mediante la exposición a 
luz UV (JUNV-UV).  A distintos tiempos p.i., se determinó la presencia de P-Akt (Ser473) mediante WB. (b) Células Vero 
mantenidas en medio de ayuno durante 24 hs fueron no tƌatadas ;“/TfƌͿ o tƌatadas ĐoŶ ϮϬ μg/ŵl de Tfƌ ;C/TfƌͿ Ǉ pƌoĐesadas 
a distintos tiempos post-contacto, a fin de determinar la presencia de P-Akt (Ser473) por WB. Las membranas fueron re-
probadas a fin de determinar el nivel de Akt total en cada calle. La activación de Akt en Ser473 es expresada en unidades 
arbitrarias (U.A.) calculadas como el coeficiente entre P-Akt/Akt-total, respecto del control sin infectar o sin tratar, 
respectivamente. 
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fosforilación de Akt. A su vez, la activación de Akt inducida por insulina (ligando que no emplea el 

mecanismo de  entrada mediado por clatrina) no fue alterada por el agregado de la droga, 

demostrando que el bloqueo de la fosforilación de Akt observado con el virus en presencia de 

clorpromazina, no se debería a un efecto inespecífico de la droga sobre la cascada de señalización.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La participación de PI3K ha sido reportada en el camino endocítico del receptor de Tfr, en el 

cual su activación favorecería el reciclaje del mismo. El receptor de Tfr es reciclado a la membrana 

plasmática mediante dos mecanismos: uno rápido, en el cual el receptor es reciclado directamente 

desde los endosomas tempranos (EE) hacia la membrana plasmática, y uno lento que requiere el 

pasaje previo por endosomas de reciclaje (ER). El primero de estos mecanismos requiere la 

participación de PI3K, mientras que el segundo, no es bloqueado por inhibidores de esta quinasa y es 

dependiente de dineína. La participación de PI3K también ha sido reportada como necesaria para la 

fusión de los EE, donde la activación de EEA1 (responsable de la fusión de EE) es co-regulada por Rab5 

y PI3K (Simonsen y col., 1998). Sin embargo el efecto de los inhibidores de PI3K sobre este último 

mecanismo es controversial, y si bien se acepta que el tratamiento con estos inhibidores genera EE de 

mayor tamaño, algunos estudios sugieren que estos EE serían incapaces de fusionar, mientras que 

otros sostienen que conservan gran parte de su capacidad de fusión (Bright y col., 2001).  

Sobre la base de estos antecedentes se evaluó la participación de PI3K/Akt en el mecanismo 

de entrada de JUNV en cuanto a su participación en el reciclado del receptor de Tfr.  En primer lugar 

se determinó el efecto de la inhibición de PI3K sobre el mecanismo de endocitosis de Tfr. Con este fin 

células Vero fueron pre-tratadas con 10 µM de Ly294002 y estimuladas con Tfr conjugada con TRITC 

(Tfr-TRIC) en presencia del inhibidor. Como se observa en la Figura 25a, el tratamiento con Ly294002 

indujo una disminución de Tfr endocitada, detectándose un patrón granular más marcado respecto 

del control sin tratar. De acuerdo a lo mencionado anteriormente, la disminución de Tfr endocitada se 

debería al efecto del Ly294002 en el reciclaje rápido del receptor, el cual una vez endocitado no 

puede ser transportado a la membrana reduciéndose de esta manera la cantidad de receptores 

  Akt 

Figura 24. Activación de Akt por la entrada de JUNV dependiente de clatrina. Células Vero mantenidas en medio de ayuno 
durante 24 hs fueron pre-tƌatadas ĐoŶ ϰϬ μM de ĐloƌpƌoŵaziŶa duƌaŶte Ϯ hs Ǉ posteƌioƌŵeŶte iŶfeĐtadas ĐoŶ JUNV ;MOI 
ϭufp/Đél.Ϳ o estiŵuladas ĐoŶ ϮϰϬ μM de iŶsuliŶa. A distintos tiempos post-contacto o p.i., las células fueron procesadas para 
WB a fin de determinar la presencia de P-Akt (Ser473).  Las membranas fueron re-probadas a fin de determinar el nivel de 
Akt total en cada calle.  
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disponibles. Por otro lado, la presencia de estructuras granulares de mayor tamaño en el citoplasma 

de las células tratadas constituirían EEs cuyo aumento de tamaño sería una consecuencia de la 

inhibición de PI3K.  

Con el objetivo de comprobar si el bloqueo de PI3K reduce la entrada del virus a la célula, tal 

como fue observado para Tfr, se realizó un ensayo de internalización en el cual células Vero fueron 

pre-tratadas con 10 µM  de Ly294002 e infectadas con 200 ufp totales de JUNV en presencia del 

inhibidor. A distintos tiempos p.i. el virus internalizado fue cuantificado mediante plaqueo directo.  

Como se observa en la Figura 25b, contrariamente a lo observado para Tfr, el tratamiento con 

Ly294002 no afectó la cantidad de virus internalizado. Una posible explicación en la discrepancia de 

estos resultados podría ser que en los ensayos de Tfr se emplea un exceso de ligando, mientras que 

en los experimentos de plaqueo directo el virus usualmente se emplea en defecto a modo de obtener 

aproximadamente entre 100-150 ufp totales. En estas condiciones la entrada de Tfr estaría siendo 

afectada por reciclaje del receptor, no siendo este el caso para JUNV en el que una partícula infectaría 

1 de cada1000 células, por lo cual el reciclado del receptor podría ser prescindible.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En función de que la cantidad de virus no es un parámetro modificable en los ensayos de 

internalización por plaqueo directo, se decidió realizar un ensayo  de adsorción y penetración. En este 

ensayo las células fueron infectadas con JUNV a una MOI elevada (en presencia o ausencia de droga) 

y el virus intracelular infectivo fue cuantificado a diferentes tiempos p.i.. Como se observa en la Figura 

Figura 25. Participación de PI3K/Akt en la endocitosis de Tfr y JUNV. (a) Células Vero mantenidas en medio de ayuno 
durante 24 hs fueron no pre-tratadas (No tratada) o pre-tƌatadas ĐoŶ ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ duƌaŶte ϰϱ ŵiŶ Ǉ posteƌioƌŵeŶte 
incubadas con Tfr conjugada con TRITC (Tfr-TRITC) en presencia del inhibidor. A los 45 min las células fueron fijadas y los 
preparados fueron observados mediante microscopía. (b) Células Vero mantenidas en medio de ayuno durante 24 hs fueron  
no pre-tratadas (No tratadas) o  pre-tƌatadas ĐoŶ ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ duƌaŶte  ϰϱ ŵiŶ Ǉ posteƌioƌŵeŶte iŶfectadas a 4°C con 
200 ufp de JUNV en presencia del inhibidor. Luego de 1 hora de adsorción  las células fueron incubadas con la droga a 37°C y 
el virus internalizado fue cuantificado a diferentes tiempos p.i. mediante un ensayo de plaqueo directo.  
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26a, a los 15 min p.i. la cantidad de virus infectivo fue similar en presencia o ausencia de inhibidor, sin 

embargo a partir de los 30 min p.i. el tratamiento con Ly294002 redujo considerablemente la 

cantidad de virus endocitado en comparación con el control sin tratar. Teniendo en cuenta que el 

receptor de Tfr es reciclado a la membrana plasmática a partir de los 15 min luego de su endocitosis 

(Simonsen y col., 1998), la disminución en la cantidad de virus internalizado a partir de los 30 min p.i., 

podría ser una consecuencia del bloqueo del reciclaje del receptor de Tfr inducido por la droga. Por 

otro lado, mediante este ensayo fue posible evaluar el mecanismo de desnudamiento del virus. Como 

puede observarse en el control sin tratar, a partir de los 30 min p.i. la cantidad de virus infectivo 

comenzó a disminuir debido a la fusión de los endosomas, con la consecuente acidificación de las 

vesículas de transporte y desnudamiento de las partículas endocitadas. En el tratamiento con 

Ly294002 el virus infectivo también comenzó a disminuir a partir de los 30 min p.i., indicando que la 

presencia del inhibidor no alteró el desnudamiento del virus (las curvas en presencia y ausencia de 

inhibidor presentaron formas similares).  

Finalmente a fin de comprobar la importancia del reciclaje del receptor de Tfr en la infección 

con JUNV, se evaluó el efecto de la depleción del mismo previo a la infección viral. Con este fin células 

Vero fueron pre-tratadas durante 1 h con Tfr, Ly294002 o Tfr+Ly294002 e infectadas con 150 ufp de 

JUNV. El virus internalizado fue cuantificado mediante un ensayo de plaqueo directo. Como puede 

observarse en la Figura 26b, el pre-tratamiento de Tfr+Ly294002 disminuyó la cantidad de placas de 

JUNV, comprobando que el agregado del inhibidor redujo el reciclaje de los receptores internalizados 

disminuyendo por tanto la cantidad de receptores disponibles para el virus.  Contrariamente, la 

incubación con Tfr o el tratamiento  con Ly294002, no mostró  ningún efecto en la entrada del virus, 

dado que en el primer caso el reciclado del receptor no fue alterado, mientras que en el segundo no 

se alteró la endocitosis del receptor dada la ausencia de ligando.     

Estos resultados comprueban que la reducción en la replicación de JUNV observada frente al 

tratamiento con inhibidores de PI3K, se debería mayoritariamente a la disminución en el reciclado del 

receptor empleado por el virus para entrar a la célula huésped, y no así a un bloqueo en la fusión de 

los endosomas. 
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11..22  PPAARRTTIICCIIPPAACCIIÓÓNN  DDEE  mmTTOORR//RRAAPPTTOORR  EENN  LLAA  TTRRAADDUUCCCCIIÓÓNN  DDEE  LLOOSS  mmAARRNN  VVIIRRAALLEESS  

11..22..11  EEffeeccttoo  ddee  llaa  iinnhhiibbiicciióónn  ddee  mmTTOORR//rraappttoorr  mmeeddiiaannttee  RRaappaammiicciinnaa  

Una de las principales funciones de la vía de PI3K/Akt es la regulación de la traducción cap-

dependiente, mediante la liberación del factor de unión al cap, eIF4E. La activación de Akt, promueve 

la fosforilación del complejo mTOR/raptor, que a su vez  activa a distintos efectores relacionados con 

la traducción, entre estos 4E-BP, S6K  y eIF4G. La regulación a través de 4E-BP constituye el 

mecanismo principal de control de la traducción cap-dependiente. En su estado fosforilado 4E-BP 

pierde su afinidad por eIF4E, quedando  este último  libre para su interacción con el factor eIF4G 

iniciando de esta manera el proceso de traducción. 

Si bien los resultados obtenidos hasta el momento indican que la activación de la vía 

favorecería la entrada de JUNV a la célula huésped, esta activación temprana podría ser suficiente  

para desencadenar las señales necesarias para favorecer la traducción de las proteínas virales.  

En función de estos antecedentes, y dada la presencia de estructuras cap en los mARNs del 

virus, se evaluó la participación del complejo mTOR/raptor en la replicación de JUNV, utilizando el 

compuesto rapamicina, un inhibidor específico de dicho complejo. En primer lugar se determinó la 

toxicidad de la droga mediante un ensayo de viabilidad celular, observándose que en el rango de 

concentraciones evaluadas, los niveles de viabilidad se mantuvieron elevados aún después de 48 hs 

de tratamiento (Figura 27a). Posteriormente, se evaluó el efecto del inhibidor en células Vero 

infectadas con JUNV. Como se observa en la Figura 27b, el tratamiento con rapamicina no alteró 

Figura 26. Participación de la activación de Akt en el reciclado del receptor de JUNV. (a) Células Vero mantenidas en medio 
de ayuno durante 24 hs fueron pre-tƌatadas ĐoŶ ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ duƌaŶte ϰϱ ŵiŶ e iŶfeĐtadas ĐoŶ JUNV a uŶa MOI de ϭϬ 
ufp/cél. en ausencia o presencia del compuesto a 37°C. A diferentes tiempos p.i. el virus intracelular internalizado fue 
cuantificado mediante ensayo de ufp,  previos ciclos de congelado y descongelado. (b) Células Vero mantenidas en medio de 
ayuno durante 24 hs fueron pre-tƌatadas ĐoŶ ϮϬ μg/ŵl de Tfƌ, ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ o aŵďos ƌeaĐtiǀos a la ǀez duƌaŶte ϭh Ǉ 
posteriormente infectadas con 150 ufp de JUNV. El virus internalizado fue cuantificado mediante plaqueo directo.  
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considerablemente la producción de partículas virales, correlacionándose estos resultados con el 

efecto en la síntesis de N, la cual tampoco fue afectada por el inhibidor (Figura 27c).   

Los resultados obtenidos, sugieren que a pesar de que JUNV activa la vía de PI3K/Akt,  la 

participación del complejo  mTOR/raptor, no sería imprescindible para el virus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para un tener un cuadro más completo acerca de la participación de PI3K y mTOR/raptor, se 

comparó el efecto de Ly294002 y rapamicina  en la replicación de JUNV, extendiendo el análisis sobre 

HSV-1 y VSV, virus que emplean mecanismos de traducción cap-dependiente y cap-independiente, 

respectivamente. De esta manera, células Vero fueron infectadas con JUNV, HSV-1 y VSV y tratadas 

con 10µM de Ly294002  o 100nM de rapamicina durante 24 hs. Como se muestra en la Figura 28a, la 

síntesis de antígenos virales de VSV no fue afectada por ninguno de los tratamientos empleados, 

observándose inclusive un pequeño incremento en la síntesis de los mismos, indicando que el 

bloqueo de la vía le otorgaría un beneficio replicativo a este virus. Por otro lado HSV-1 mostró una 

reducción importante en la síntesis de antígenos frente al tratamiento con Ly294002, sin embargo, el 

tratamiento con rapamicina, no tuvo efecto en la síntesis de los mismos. En el caso de JUNV, el 

tratamiento con Ly294002 redujo el porcentaje de las células (+) para N, mientras que el tratamiento 

(a) 

(c) 

Figura 27. Efecto de  la rapamicina en la replicación de JUNV.  (a) Células Vero mantenidas durante 24 hs en medio de 
ayuno, fueron tratadas con distintas concentraciones de rapamicina (rango de 5-500 nM) y procesadas a las 24 y 48 hs para 
determinar la viabilidad celular mediante ensayo de MTT. (b) Células Vero mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno 
fueron infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. y  tratadas con distintas concentraciones de rapamicina . A las 24 y 48 
hs p.i. los sobrenadantes fueron titulados por ensayos de ufp y las células fueron procesadas para WB  a fin de evaluar la 
síntesis de N (c). La síntesis  de N es expresada en unidades arbitrarias (U.A.) calculadas como el coeficiente entre N  y 
actina. 
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con rapamicina no mostró efectos considerables, confirmando los resultados obtenidos previamente. 

Como se muestra la Figura 28b, el efecto de los tratamientos en la síntesis de las proteínas virales se 

correspondió, en todos los casos, con el efecto en la producción de virus infectivo.   

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

11..22..22  AAnnáálliissiiss  ddee  llaa  eexxpprreessiióónn  ddee  ddoommiinnaanntteess  nneeggaattiivvooss  ddee  AAkktt  yy  44EE--BBPP  eenn  llaa  rreepplliiccaacciióónn  ddee  JJUUNNVV  

Los resultados presentados indicarían que en la estrategia traduccional de JUNV la 

participación del complejo mTOR/raptor no sería crucial. Sin embargo, el hecho de que la rapamicina 

no haya mostrado efectos considerables en la traducción cap-dependiente de las proteínas de HSV-1, 

cuestiona el uso de este inhibidor como única herramienta para definir dicha estrategia. Por esta 

razón,  a fin de lograr una caracterización más detallada acerca de la participación de estos efectores, 

se evaluó el efecto de la sobre-expresión de dominantes negativos de Akt y 4E-BP, obtenidos 

mediante la alteración de sus respectivos sitios de fosforilación (Murga et al., 1998; Burgui, y col., 

2007). De esta manera la proteína dominante negativa para Akt es incapaz de fosforilarse, y por lo 

tanto de activar a sus efectores, mientras que el dominante negativo de 4E-BP mantiene secuestrado 

al factor eIF4E, bloqueando específicamente al factor de unión al cap (Figura 29, esquema). Como se 

muestra en la Figura 29 panel superior, las células que expresan el dominante negativo de Akt (Akt-

Figura 28. Efecto de distintos inhibidores de la vía PI3K/Akt/mTOR en la infección de JUNV, HSV-1 y VSV.   (a) Células Vero 
mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno, fueron infectadas con JUNV (MOI de 1 ufp/cél.), HSV-1 (MOI de 0,01 ufp/cél.) 
o VSV (MOI de 0,001 ufp/cél.) durante 1h en presencia de inhibidores. Transcurrida la hora de adsorción las células fueron 
tƌatadas ĐoŶ ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬ2  (Ly) o 100 nM de rapamicina (R) durante 24 hs. Luego del tratamiento las células fueron 
evaluadas por IFI a fin de determinar la expresión de N en el caso de JUNV o la expresión de los antígenos de superficie para 
HSV-1 y VSV. Los números en los paneles indican el porcentaje de células (+) para la expresión de los antígenos virales. Fotos 
en aumento 100X. (b). Los sobrenadantes obtenidos fueron cuantificados mediante ensayo de ufp.  
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mut) mostraron una significativa reducción en el número de células positivas para N en comparación 

con aquellas que expresan la proteína salvaje (Akt-wt) (20 %  vs. 62 % , p<0,005).  Estos datos coinciden 

con los resultados obtenidos previamente, confirmando la participación de Akt en la replicación del 

virus. Sin embargo, la expresión del dominante negativo de 4E-BP (4EBP-mut) no tuvo efectos 

significativos en la expresión de N en comparación con la proteína salvaje (4EBP-wt) (70 %  vs. 60 % , 

p<0,005) (Figura 29, panel inferior). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados similares fueron obtenidos cuando se cuantificó la producción de virus en los 

cultivos transfectados, observándose una reducción en la replicación de JUNV sólo en los cultivos 

transfectados con el dominante negativo de Akt (Figura 30a). Como control se evaluó el efecto de la 

expresión de estos mutantes en la replicación de VSV y HSV-1. Como muestra la Figura 30b la 

replicación de VSV no fue afectada por la expresión de ninguno de los dominantes negativos. 

Contrariamente la replicación de HSV-1 fue afectada  por la expresión de ambas proteínas mutantes, 

Figura 29. Efecto de la expresión de proteínas dominantes negativas de Akt y 4E-BP en la replicación de JUNV.   Células 
Vero fueron  transfectadas con plásmidos de expresión de proteínas dominantes negativas de Akt (Akt-Mut) o 4E-BP (4EBP-
Mut) o  de sus respectivas proteínas salvajes Akt-wt o 4EBP-wt. A las 24 hs post-transfección las células fueron infectadas 
con JUNV  a una MOI de 1 ufp/cél.. A las 24 hs p.i. las células fueron fijadas y procesadas para IFI a fin de evaluar la expresión 
de N y 4E-BP o Akt, mediante el uso de anticuerpos específicos. Fotos en aumento 400X. Los números indican el %  de células 
transfectadas que expresan N calculado a partir de 150 células contadas en tres experimentos independientes. 
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corroborando la necesidad de mantener esta vía activa por parte del virus para asegurar la eficiencia 

de su replicación (Figura 30c).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados indican que si bien JUNV activa la vía de PI3K/Akt durante su ciclo de 

multiplicación y a pesar de la presencia de estructuras cap en el extremo 5´de sus mARNs, el bloqueo 

del factor eIF4E, uno de los principales factores traduccionales activados por dicha vía, no tiene 

efectos considerables en la replicación del agente viral, sugiriendo una posible estrategia de 

traducción independiente de este factor.  

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Producción de virus en células  que expresan las proteínas dominantes negativas de Akt y 4E-BP.   Células Vero 
fueron  transfectadas con plásmidos de expresión de proteínas dominantes negativas de Akt (Akt-Mut) o 4E-BP (4EBP-Mut), 
o  de sus respectivas proteínas salvajes Akt-wt o 4EBP-wt. A las 24 hs post-transfección las células fueron infectadas con 
JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. (a), VSV a una MOI de 0,001 ufp/cél. (b)  o HSV-1 a una MOI de 0,01 ufp/cél. (c). A las 24 hs p.i. 
los sobrenadantes fueron titulados mediante ensayos de ufp.  
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11..33  PPAARRTTIICCIIPPAACCIIÓÓNN  DDEE  LLAA  VVÍÍAA  PPII33KK//AAKKTT//mmTTOORR//RRAAPPTTOORR  EENN    LLAA  IINNFFEECCCCIIÓÓNN  PPEERRSSIISSTTEENNTTEE  DDEE  JJUUNNVV  

La activación de la vía de supervivencia de PI3K/Akt ha sido reportada como necesaria para el 

establecimiento de la infección persistente in vitro del coronavirus SARS (Mizutani y col., 2005). La 

activación de esta cascada de señalización permitiría que una población minoritaria de células 

sobreviva y logre establecer  la persistencia.  Sin embargo el bloqueo de la misma, una vez que la 

infección persistente ya se ha establecido, no tiene  ningún efecto en los cultivos infectados, 

indicando que la activación de PI3K/Akt es necesaria para el establecimiento pero no para el 

mantenimiento de la infección persistente de SARS. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y dado que JUNV induce infecciones persistentes in 

vitro, se evaluó la participación de PI3K/Akt en la persistencia de JUNV. En primer lugar se analizó si la 

activación de esta vía de señalización es necesaria para el establecimiento de la infección persistente. 

Con este fin células Vero fueron infectadas con JUNV  y tratadas por un período de 7 días a diferentes 

tieŵpos p.i. ĐoŶ ϭϬ μM de Ly294002.  Los tratamientos fueron realizados durante la primera (0-7 días 

p.i.), segunda (7-14 días p.i.), tercera (14-21 días p.i.) y cuarta semana (21-28 días p.i.) usándose como 

control un cultivo iniciado de la misma manera pero en ausencia de droga (Figura 31, esquema).  El 

cultivo iniciado en ausencia de Ly294002, mostró características similares a las reportadas 

previamente para esta línea celular (Ellenberg y col., 2002), observándose ciclos de efecto citopático 

hasta los 85 días p.i.. A partir de los 100 días p.i. el cultivo dejó de producir virus infectivo, mostró 

moderada expresión de N y ausencia de expresión de G1, conservando su capacidad de formar 

sincicios a bajo pH. Este cultivo fue denominado V3 y se usó como cultivo control de persistencia. 

Los cultivos tratados fueron evaluados cada 7 días durante el primer mes según la producción 

de virus infectivo y la síntesis de N.  

Como se observa en la Figura 31, el cultivo tratado durante la primera semana (0-7 días p.i.) 

mostró una importante disminución  en la síntesis de N, llegándose a niveles prácticamente nulos de 

expresión a los 21 días p.i.. Sin embargo, a los 28 días p.i. el cultivo presentó  valores de expresión de 

N similares al control sin tratar. El cultivo tratado durante la segunda semana p.i. (7-14 días p.i.) 

presentó un comportamiento similar, observándose una disminución progresiva en la expresión de N, 

cuando el inhibidor fue retirado, llegándose a niveles prácticamente indetectables a los 28 días p.i..  

En el  cultivo tratado durante la tercera semana p.i. (14-21), también se detectó una disminución en la 

expresión de N, sin embargo, a los 7 días post-tratamiento los niveles de expresión de dicha proteína 

fueron comparables con los del control, observándose una recuperación más rápida del cultivo en la 

expresión del antígeno viral. A diferencia de estos cultivos, las células tratadas durante la cuarta 

semana de inicio de la infección no mostraron un efecto considerable en la expresión de N en 
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comparación con control. Este último resultado indicaría que el agregado de Ly294002 en estadíos 

avanzados de la infección no tendría efectos en la replicación de JUNV. En trabajos de persistencia de 

LCMV se considera al cultivo como persistente a partir de los 20 días p.i., por lo cual se podría inferir 

que el bloqueo de PI3K una vez iniciada la persistencia no tendría efectos en el mantenimiento de 

dicha etapa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En vista de estos resultados podría considerarse que el bloqueo de PI3K/Akt mediante 

Ly294002, no tiene efecto en el inicio de la persistencia de JUNV, a excepción del tratamiento 

realizado durante la segunda semana, en el cual no se detectó expresión de N en el último tiempo 

evaluado. Este análisis se completó  continuando con el estudio de los cultivos hasta  los 120 días p.i.. 

Como se observa en la Figura 32, panel izquierdo, todos los cultivos expresaron N y G1 a los 70 días 

p.i., siendo los niveles de expresión de N similares en todos los tratamientos respecto del control, 

tanto por IFI como por WB.  Resultados similares fueron observados a los 120 días p.i., a partir de este 

tiempo todos los cultivos se caracterizaron por la ausencia de producción de virus infectivo y de 

expresión de G1, mientras que todos mostraron similares niveles de expresión de N (Figura 32, panel 

derecho).  Respecto de la producción de virus infectivo, el tratamiento de 21-28 días p.i., mostró un 

comportamiento muy similar al cultivo control, mientras que en el resto de los cultivos el tratamiento 

con Ly294002 si bien produjo una importante reducción en el rendimiento viral durante los primeros 

tiempos, a partir de los 28 días p.i. todos los cultivos mostraron una recuperación en la producción de 

Figura 31. Efecto del inhibidor de PI3K, LY294002 en el inicio de la persistencia de JUNV. Células Vero mantenidas durante 
Ϯϰ hs eŶ ŵedio de aǇuŶo fueƌoŶ iŶfeĐtadas ĐoŶ JUNV a uŶa MOI de ϭ ufp/Đél. Ǉ Ŷo tƌatadas ;ĐoŶtƌolͿ o tƌatadas ĐoŶ ϭϬ μM 
de Ly294002 a distintos tiempos p.i. durante el lapso de 7 días.  Transcurrido el período de tratamiento la droga fue retirada 
y los cultivos fueron mantenidos en medio 1,5%  de SFB. Cada 7 días duplicados de cada muestra fueron procesados para WB 
a fin de evaluar la expresión de N.  

e 1 ufp/cél. y no tratadas (V3) o tratadas con 10 μM de Ly294002  a  distintos 

N 

    Akt 

Días p.i.    7       14       21     28 7      14      21      28       14       21     28 21      28  28 
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virus. A los 120 días p.i. no se detectó la producción de partículas en ninguno de los tratamientos, 

comportándose de esta manera en forma similar al control (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que la activación de la vía de 

PI3K/Akt no sería un requisito indispensable para el inicio de la persistencia de JUNV. Si bien la 

inhibición de dicha vía durante las primeras semanas de infección mostró alteraciones en la 

multiplicación del virus, todos los cultivos alcanzaron un estadío de persistencia similar al obtenido en 

ausencia de la droga. Como se observa en el tratamiento realizado entre los días 21-28 p.i., cuanto 

Figura 32. Progresión de los cultivos persistentemente infectados iniciados en presencia de LY294002.  Los cultivos  
peƌsisteŶteŵeŶte iŶfeĐtados iŶiĐiados ŵediaŶte el tƌataŵieŶto a distiŶtos días p.i. ĐoŶ  ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ ŵeŶĐioŶados eŶ 
la figura anterior fueron evaluados a los 70 y 120 días p.i. según su capacidad de expresión de  N o G1 (IFI). Fotos en 
aumento 400X.  La síntesis de N fue evaluada mediante un ensayo de WB evaluándose como control de carga Akt.  
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más avanzada fue la infección menos efecto causó el bloqueo de PI3K en la replicación de JUNV. Estos 

resultados coinciden con trabajos realizados con el virus SARS en los cuales se reporta que el 

tratamiento con inhibidores de PI3K una vez avanzada la infección, no tiene efecto en la persistencia 

de este agente viral (Mizutani y col., 2005).   

A fin de evaluar si los cultivos una vez iniciada la persistencia se comportaban en forma 

similar a los cultivos infectados de manera aguda se decidió comparar el efecto de la inhibición de 

PI3K sobre los mismos. Con este fin se utilizó el cultivo persistentemente infectado obtenido en el 

ensayo anterior (V3) a los 130 días p.i., ya que en este tiempo el cultivo no producía virus infectivo, 

eliminando de esta manera el efecto  del Ly294002 en la entrada del virus. De acuerdo con los 

resultados ya presentados la inhibición de PI3K redujo la expresión de N en los cultivos infectados en 

forma aguda (Figura 33a, panel izquierdo). Por el contrario, el tratamiento con Ly294002 del cultivo 

persistentemente infectado no disminuǇó la eǆpƌesióŶ de N, Ŷi aúŶ a la ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de ϯϬ μM 

(Figura 33a, panel derecho). 
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Figura 33. Efecto del tratamiento con Ly294002 sobre cultivos persistentemente infectados con JUNV. (a) Células Vero 
infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél.,  o células V3  de 130 días p.i., previamente mantenidas durante 24 hs en 
ŵedio de aǇuŶo, fueƌoŶ tƌatadas ĐoŶ ϭϬ o ϯϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ duƌaŶte Ϯϰ o ϰϴ hs Ǉ posteƌioƌŵeŶte eǀaluadas ŵediaŶte WB 
a fin de de determinar la síntesis de N. (b) Células Vero o células V3 de 130 días p.i., mantenidas durante 24 hs en medio de 
aǇuŶo,  fueƌoŶ tƌatadas ĐoŶ ϭϬ o ϯϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ duƌaŶte ϰϴ hs Ǉ eǀaluadas ŵediaŶte uŶ eŶsaǇo de ǀiaďilidad de MTT. 
(c) Alternativamente en un ensayo similar al descripto en el ítem anterior las células fueron fijadas y observadas mediante 
microscopía, para evaluar el efecto citopático de los cultivos.  
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Por otro lado, como se observa en la Figura 33b, el inhibidor mostró un efecto 

citotóxico marcado en los cultivos de células Vero, reduciendo un 40%  la viabilidad del cultivo tratado 

ĐoŶ uŶa ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de ϯϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ.  Estos ƌesultados ĐoiŶĐideŶ ĐoŶ la apaƌiĐióŶ de efeĐto 

citopático en los cultivos en función de la concentración de Ly294002 (Figura 33c). En el cultivo V3, sin  

embargo,  la viaďilidad se ŵaŶtuǀo eleǀada a la ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de ϯϬ μM ;ϵϬ% ǀiaďilidadͿ  Ǉ Ŷo se 

observó efecto citopático durante ninguno de los tratamientos (Figura 33b y 33c).   

Estos resultados indican que la inhibición de PI3K en un cultivo persistentemente infectado 

con JUNV (V3) no afecta la síntesis de N. Por otro lado, el hecho que estas células no produzcan 

partículas virales elimina el efecto de la inhibición que podría ocurrir a nivel de la entrada del virus, 

con lo cual podría inferirse que la síntesis de antígenos virales no requiere la activación de esta vía, ya 

que el tratamiento con Ly294002 no redujo la síntesis de antígenos virales. Sin embargo dado que 

estos cultivos se caracterizan por expresar elevadas cantidades de N, la ausencia de inhibición 

observada en la síntesis de esta proteína, también podría deberse a un lento turnover de la misma. 

Finalmente otra posibilidad podría ser que la vía en estos cultivos persistentes no sea funcional, o 

bien que sea insensible al tratamiento con Ly294002. Por este motivo se analizó la funcionalidad de la 

vía, evaluando la activación de la misma inducida por JUNV e insulina.  Células Vero y V3, fueron 

infectadas con JUNV  o tratadas con insulina  eŶ pƌeseŶĐia o auseŶĐia de ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ. A los ϭϱ 

min post-contacto las células fueron procesadas para WB a fin de evaluar la activación de Akt 

mediante la aparición de su forma fosforilada. Como se observa en la Figura 34a, la activación basal 

de Akt fue similar en los cultivos de células Vero en comparación con las células V3 (calles 1 y 6). Por 

otro lado el agregado de insulina mostró una activación marcada de Akt tanto en células Vero como 

V3 (calles 2 y 7) siendo ambas activaciones susceptibles al tratamiento con LY294002 (calles 3 y 8). 

Resultados similares fueron observados frente a la infección con JUNV, donde se detectó la activación 

de Akt tanto en el cultivo V3 como en las células Vero (calles 4 y 9) siendo nuevamente ambas 

activaciones bloqueadas por el tratamiento con el inhibidor de PI3K (calles 5 y 10).  Estos resultados 

muestran que en el cultivo persistente V3, la vía de señalización de PI3K/Akt presentaría un 

comportamiento similar al cultivo sin infectar. De hecho, la sobreinfección de las células V3 con JUNV 

mostró una cinética de activación de Akt similar a la observada durante la infección aguda, con un 

pico de activación a los 15 min p.i.  y un segundo pico de activación entre los 90-120 min p.i. (Figura 

34b).  

Cuando se evaluó la entrada de Tfr,  se observó que la misma fue incorporada al cultivo 

persistentemente infectado, mostrando un patrón perinuclear difuso, el cual fue modificado por el 

tratamiento con Ly294002, observándose la aparición de estructuras vesiculares citoplasmáticas 

(Figura 34c). 
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Finalmente se determinó si la sobreinfección con JUNV en las células V3, era igualmente 

afectada por el bloqueo de la vía PI3K/Akt/mTOR en comparación con una infección aguda.  Como se 

observa en la Figura 34d los cultivos V3 mostraron una resistencia a la sobreinfección con virus 

homólogo, característica de estos cultivos, observándose una reducción de aproximadamente 1 log 

en comparación con el cultivo infectado de manera aguda. El tratamiento con Ly294002 mostró una 

reducción del rendimiento viral  en ambos cultivos, observándose una disminución levemente inferior 

Figura 34. Análisis de la funcionalidad de la vía PI3K/Akt/mTOR en el cultivo persistentemente infectado (V3). (a) Células 
Vero o células V3 (130-150 días p.i.), mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno, fueron infectadas con JUNV a una MOI 
de ϭ ufp/Đél. o estiŵuladas ĐoŶ ϮϰϬ μM de iŶsuliŶa eŶ pƌeseŶĐia ;+Ϳ o auseŶĐia ;-Ϳ de ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ duƌaŶte ϭϱ ŵiŶ. 
Transcurrido este tiempo las células fueron procesadas para WB a fin de analizar la presencia de Akt fosforilada (Ser473). (b) 
Células V3 (130-150 días p.i.) mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno, fueron infectadas con JUNV a una MOI de 1 
ufp/cél. A distintos tiempos p.i. las células fueron procesadas para WB a fin de evaluar la presencia de P-Akt (Ser473). Como 
control se utilizaron células V3 y vero sin infectar. (c)  Células Vero o células V3 (de 130-150 días p.i.), mantenidas durante 24 
hs en medio de aǇuŶo, fueƌoŶ iŶĐuďadas ĐoŶ ϮϬ μg/ŵl de tƌaŶsfeƌƌiŶa ĐoŶjugada ĐoŶ FITC ;Tfƌ-FITC)  en presencia a ausencia 
de ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ. A los ϰϱ ŵiŶ las Đélulas fueƌoŶ fijadas Ǉ oďseƌǀadas poƌ microscopía de fluorescencia. (d) Células 
Vero o células V3 (130-150 días p.i.), mantenidas durante 24 hs en medio de ayuno, fueron infectadas con JUNV a una MOI 
de ϭ ufp/Đél. eŶ pƌeseŶĐia de ϭϬ μM de LǇϮϵϰϬϬϮ  o ϭϬϬ ŶM de ƌapaŵiĐiŶa. Los Đultiǀos fueƌoŶ tƌatados duƌaŶte Ϯϰ hs, 
tiempo al cual los sobrenadantes fueron titulados mediante ensayo de ufp. Ly = Ly294002; Rap = rapamicina 
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en los cultivos persistentes, mientras que el tratamiento con rapamicina no mostró tener efectos 

considerables en ninguno de los cultivos evaluados.   

En su conjunto estos resultados indican que la resistencia al tratamiento con inhibidores de 

PI3K/Akt/mTOR/raptor observada en el cultivo persistente V3 no se debería a una alteración de la vía, 

ya que la misma se encuentra funcional en dicho cultivo. De esta manera el cultivo V3 fue capaz de 

activar la vía frente al tratamiento con insulina, como así también frente a la sobre-infección con 

JUNV, observándose en este último caso un patrón de activación similar al observado en cultivos no 

persistentes. Por otro lado ambas activaciones, así como la incorporación de Tfr,  fueron bloqueadas 

por el agregado de Ly294002, indicando que el inhibidor es funcional en dicho cultivo.  
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11..44  CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  PPAARRCCIIAALLEESS  CCAAPPÍÍTTUULLOO  II  

 

 La infección con JUNV activa la vía de PI3K/Akt para favorecer su mecanismo de 

entrada a la célula blanco.  

 

 La regulación de la traducción cap-dependiente mediada por la activación del 

complejo mTOR/raptor (efector de Akt) no sería crucial en la traducción de los mARNs virales, ya 

que el secuestro de eIF4E, mediante la expresión de un dominante negativo de 4E-BP, o la 

inhibición del mismo mediante rapamicina, no tiene efectos marcados sobre la replicación de 

JUNV, sugiriendo un mecanismo de traducción alternativo al uso de este factor.  

 

 La activación de la vía de señalización de PI3K/Akt no cumple un rol clave en la 

transición de la infección aguda a la  infección persistente ni en el mantenimiento de la misma. 

Por otro lado, pesar de que estos cultivos muestran funcional a la vía de PI3K/Akt/mTOR, el 

tratamiento con inhibidores de la misma no altera la síntesis de antígenos virales. 
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22..    RREEGGUULLAACCIIÓÓNN  DDEE  eeIIFF22    EENN  EELL  CCIICCLLOO  DDEE  MMUULLTTIIPPLLIICCAACCIIÓÓNN  DDEE  JJUUNNVV::  RREESSPPUUEESSTTAA  AALL  EESSTTRRÉÉSS  

CCEELLUULLAARR  

 
La regulación del factor eIF2 constituye otro de los puntos de control del inicio de la 

traducción evaluado en este trabajo. La importancia de este factor reside principalmente en su 

capacidad de regular la unión del Met-tARNi  a la subunidad ribosomal 40S. La fosforilación de eIF2 en 

la subunidad α ĐoŶstituǇe uŶa de las pƌiŶĐipales ƌespuestas Đelulaƌes aĐtiǀadas fƌeŶte al estƌés ĐuǇa 

consecuencia es el bloqueo temporal del inicio de la traducción. Las infecciones virales son 

detectadas como una señal de estrés dados los múltiples cambios fisiológicos inducidos durante la 

infección. Esta respuesta, en muchos casos, interfiere con la replicación viral,  resultando perjudicial 

para la multiplicación de estos agentes. La mayoría de los virus requieren de la participación del 

factor eIF2 para su replicación, por lo cual han desarrollado numerosas estrategias a fin de evitar la 

respuesta celular tendiente al bloqueo de este factor. Sin embargo, existen excepciones tales como el 

virus de la parálisis del grillo, el cual dirige la incorporación del primer aminoácido alanina en lugar de 

metionina en el sitio ribosomal A, prescindiendo de la actividad de eIF2 (Wilson y col., 2000).   

El escaso shut-off observado durante la infección in vitro con JUNV, así como la modulación 

del efecto citopático, sugieren la existencia de un mecanismo de regulación de la respuesta celular 

frente a la infección de este virus. En base a esta hipótesis se analizó entonces la modulación viral de 

la respuesta de estƌés Đelulaƌ eǀaluaŶdo la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα Ǉ su ƌelaĐióŶ ĐoŶ la foƌŵaĐióŶ de 

gránulos de estrés.  

  

22..11  EESSTTUUDDIIOO  DDEE  LLAA  RREESSPPUUEESSTTAA  AALL  EESSTTRRÉÉSS  CCEELLUULLAARR  EENN  LLAA  IINNFFEECCCCIIÓÓNN  AAGGUUDDAA  DDEE  JJUUNNVV  

22..11..11    AAnnáálliissiiss  ddee  llaa  ffoorrmmaacciióónn  ddee  ggrráánnuullooss  ddee  eessttrrééss  yy  ffoossffoorriillaacciióónn  ddee  eeIIFF22αα    

A fin de analizar la modulación de la respuesta celular de estrés frente a la infección con 

JUNV, se evaluó en primer lugar, si la infección con este virus induce la formación de gránulos de 

estrés (SGs). Dicho análisis fue realizado mediante el empleo de los marcadores TIA-1 y PABP-1. Como 

se observa en la Figura 35a, panel derecho,  no se detectó la presencia de gránulos de estrés tanto en 

los cultivos no infectados (control) como en los cultivos infectados con JUNV. A su vez, la ausencia de 

SGs en estos últimos, no se debió a una baja o ineficiente infección, ya que como se observa en la 

Figura 35a, panel izquierdo, a las 24 hs p.i.  los cultivos mostraron una expresión de 15±6 %  y 26±7 %  

de G1 y N, respectivamente, mientras que a las 48 hs p.i. el 69±7 %  del cultivo expresa N, y el 55±7 %  

expresa G1.  
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Por otro lado puede observarse que la infección con JUNV no modificó la localización sub-

celular de los marcadores de estrés TIA-1 y PABP-1, dicho de otra manera, la localización celular de 

estos marcadores fue similar en células no infectadas e infectadas con JUNV, eliminando la 

posibilidad de que la re-localización de los mismos fuera la causa de la ausencia de SGs observados 

durante la infección (Figura 35a, panel derecho).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Dado que la formación de gránulos de estrés es un fenómeno estrechamente relacionado con 

la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα, Ǉ eŶ ďase a Ƌue esta fosfoƌilaĐióŶ ĐoŶstituǇe uŶa de las ƌespuestas Đelulaƌes 

antivirales más importantes, se evaluó el estado de fosforilación de este factor a lo largo de la 

infección con JUNV. Como muestra la Figura 35b, no se detectaron niveles significativos de 

fosforilación en ninguno de los tiempos evaluados, en comparación con las células no infectadas 

(control), confirmando los resultados obtenidos por microscopía, en los cuales no se detectó la 
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Figura 35. Respuesta de estrés celular frente a la infección con  JUNV. (a) Células Vero fueron no infectadas (control) o 
infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. y a las 24 y 48 hs p.i. las células fueron fijadas y procesadas para IFI. Panel 
izquierdo: Patrón de expresión de los antígenos virales G1 y N. Los números indican el %  de células positivas para cada caso, 
obtenidos a partir de 200 células contadas en tres ensayos independientes. El error corresponde al SD de la media.  Panel 
derecho: patrón de expresión de de los antígenos celulares marcadores de estrés, TIA-1 y PABP-1 (b) Células Vero fueron 
infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. y procesadas a las 24, 48 y 72 hs p.i. para WB a fin de evaluar la presencia de P-
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presencia de SGs durante la infección con JUNV. Como control de fosforilación se empleó al inductor 

de estƌés oǆidatiǀo aƌseŶito de sodio el Đual iŶdujo uŶa ŵaƌĐada fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα.  

 

22..11..22    EEssttuuddiioo  ddee  llaa  rreessppuueessttaa  aa  ddiissttiinnttooss  eessttíímmuullooss  ddee  eessttrrééss    eenn  ccéélluullaass  iinnffeeccttaaddaass  ccoonn  JJUUNNVV      

Los resultados presentados en la sección anterior sugieren dos posibles hipótesis a fin de 

eǆpliĐaƌ la auseŶĐia de fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα ĐoŶ el ĐoŶseĐueŶte iŵpediŵeŶto eŶ la foƌŵaĐióŶ de 

SGs. En la primera opción podría considerarse que el nivel de replicación de JUNV no fuera lo 

suficientemente elevado como para inducir una respuesta de estrés; en este caso el cultivo infectado 

conservaría su capacidad de responder frente a otros estímulos de estrés. La segunda opción podría 

contemplar el hecho de que JUNV manipule el mecanismo de respuesta celular de estrés, resultando 

en una alteración de la capacidad de las células infectadas de responder frente a otros estímulos de 

estrés. En este último caso, a su vez el virus podría estar manipulando un aspecto general de la 

respuesta o bien un tipo específico de respuesta a estrés. En base a estas posibilidades el siguiente 

objetivo consistió en evaluar la capacidad de respuesta de los cultivos infectados con JUNV  frente a 

la exposición de distintos agentes inductores de estrés.  

 

22..11..22..aa  EEssttrrééss  ooxxiiddaattiivvoo    

En primer lugar, se analizó la respuesta al estrés oxidativo en células Vero empleando 

arsenito de sodio como inductor. Como muestra la Figura 36a, la formación de SGs inducidos por este 

ageŶte fue depeŶdieŶte de la ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ utilizada, oďseƌǀáŶdose eŶ el tƌataŵieŶto ĐoŶ ϱϬϬ μM la 

presencia de SGs en el  90±8 %  de las células.  En base a estos resultados se realizó un ensayo similar 

en células Vero infectadas con JUNV y tratadas ĐoŶ ϱϬϬ μM de aƌseŶito de sodio a distiŶtos tiempos 

p.i.. En la Figura 36b, panel derecho, se observa que con el progreso la infección disminuyó la 

capacidad del cultivo de formar SGs frente al tratamiento con arsenito, observándose un 25±4 %  y un 

37±6%  de células con SGs a las 48 hs p.i., para el marcador PABP-1 y TIA-1, respectivamente, frente a 

un 60±9 %  y 90±8, detectado en las células sin infectar. Por otro lado en la Figura 36b, panel 

izquierdo, se observa que el tratamiento con arsenito no modificó la expresión de antígenos virales 

como así tampoco disminuyó el porcentaje de células que expresan N y G1, siendo similares a los 

observados en ausencia de arsenito.   

Estos resultados indican que la infección con JUNV altera el mecanismo de respuesta a estrés 

oxidativo en células Vero, limitando la capacidad del cultivo infectado de formar SGs frente al 

tratamiento con arsenito de sodio.  
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Dada la estrecha relación observada entre los PBs y los SGs también se analizó el patrón de 

expresión del factor eIF4E, un marcador compartido entre ambos tipos de gránulos. De esta manera 

en condiciones normales, eIF4E se encuentra formando parte de PBs mientras que cuando las células 

son sometidas a un estímulo de estrés se observa tanto en PBs como en SGs.  Como marcador 

específico de PBs se analizó la proteína Hedls, marcador que sólo se encuentra formando parte de 

estas estructuras. Como se observa en la Figura 37a, eIF4E se encontró formando parte de PBs tanto 

en células no infectadas como en células infectadas con JUNV, observándose un patrón similar de 

expresión de dicho marcador. Sin embargo, cuando las células fueron sometidas a estrés oxidativo se 

observó la formación de SGs positivos para eIF4E en un 60±8%  de células no infectadas, mientras que 
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Figura 36. Respuesta al estrés oxidativo en células Vero infectadas con JUNV. (a) Células Vero fueron tratadas con distintas 
concentraciones de arsenito de sodio durante 1 h. Transcurrido este tiempo las células fueron fijadas y procesadas para IFI a 
fin de evaluar la formación de SGs empleando el marcador TIA-1. Los números indican el %  de células con SGs obtenido a 
partir de 150 células contadas en cada preparado. (b) Células Vero fueron no infectadas  (control) o infectadas con JUNV a 
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en las células infectadas con JUNV el porcentaje de células con SGs se redujo al  15±5%  a las 48 hs p.i., 

confirmando los resultados obtenidos con los marcadores TIA-1 y PABP-1. Por su parte, el análisis del 

marcador Hedls mostró un patrón de expresión similar en ausencia de estrés en células infectadas o 

no infectadas, de acuerdo a lo observado para eIF4E. Sin embargo cuando los cultivos fueron tratados 

con arsenito de sodio se detectó un aumento en el tamaño y un leve aumento en el número de PBs 

en ambos cultivos, indicando que la infección con JUNV no modificaría la dinámica de estos cuerpos 

de silenciamiento durante su multiplicación  (Figura 37b). Estos resultados muestran que si bien PBs y 

SGs son estructuras relacionadas, que  incluso tienen marcadores en común, la manipulación de JUNV 

sería exclusiva sobre los SGs, mientras que los PBs no serían afectados durante la infección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con la finalidad de evaluar si la expresión de los antígenos virales estaba relacionada con el 

impedimento en la formación de SGs, se analizó simultáneamente la expresión de N y TIA-1 en células 

infectadas con JUNV. En este ensayo N fue elegida como marcador dado que constituye el antígeno 

viral expresado en forma más temprana y en mayor abundancia. En la Figura 38a, panel izquierdo, se 

observa la ausencia de SGs tanto en células positivas como negativas para la expresión de N, 

confirmando los resultados obtenidos previamente, donde no se detectó respuesta a estrés frente a 

la infección.  Sin embargo cuando el cultivo infectado fue tratado con arsenito de sodio se observó 

una reducción en la formación de SGs particularmente en las células positivas para N  [N (+)] donde  

sólo el 15±5 %  de las mismas fueron capaces de inducir SGs. Contrariamente, en el mismo preparado, 

el 92±10 %   de las células negativas para la expresión de N presentaron SGs siendo este último valor 

comparable con el observado en el cultivo no infectado tratado con arsenito, donde el 97±5 %  de las 

(b) (a) 

Figura 37. PBs en la replicación de JUNV.   Células Vero no infectadas (control) o infectadas con JUNV  a una MOI de 
ϭufp/Đél. fueƌoŶ  tƌatadas  o Ŷo tƌatadas a las ϰϴ hs p.i. duƌaŶte ϭ h ĐoŶ aƌseŶito de sodio ϱϬϬ μM. Luego del tƌataŵieŶto las 
células fueron procesadas para IFI a fin de determinar la expresión de eIF4E (a) y Hedls (b).  Los números indican el %  de 
células con SGs obtenido a partir de 150 células contadas en tres ensayos independientes donde el error corresponde al SD 
de la media.  Fotos en aumento 1000X. 
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células presentaron estas estructuras (Figura 38a, panel derecho). Estos resultados señalan como 

mecanismo clave de inhibición de la formación de SGs a la expresión de  antígenos virales, ya que en 

el preparado infectado, las células que no expresaron N o bien expresaron bajos niveles de dicha 

proteína, presentaron una expresión de SGs comparable a la del cultivo sin infectar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 

 

 

 

  

 

 

 

Posteriormente para determinar si este impedimento en la formación de SGs se relacionaba 

ĐoŶ uŶa alteƌaĐióŶ de eIFϮα, se eǀaluó la fosfoƌilaĐióŶ de diĐho faĐtoƌ eŶ Đélulas Veƌo iŶfeĐtadas ĐoŶ 

JUNV y tratadas con distintas concentraciones de arsenito de sodio. Los resultados obtenidos 
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Figuƌa ϯ8. FoƌŵacióŶ de “Gs Ǉ fosfoƌilacióŶ de eIFϮα eŶ células iŶfectadas coŶ JUNV Ǉ tƌatadas con arsenito de sodio.  (a) 
Células Vero no infectadas (control) o infectadas con JUNV (MOI de 1 ufp/cél.) fueron tratadas o no tratadas a las 24 hs p.i. 
ĐoŶ ϱϬϬ μM  de aƌseŶito de sodio duƌaŶte ϭh Ǉ pƌoĐesadas paƌa IFI a fiŶ de eǀaluaƌ la eǆpƌesióŶ de N Ǉ la formación de SGs 
positivos para  TIA-1. IFI doble de N y TIA-1 en células no tratadas (panel izquierdo) y en células tratadas (panel derecho). Los 
números en los paneles indican la media del %  de células N (-) o N (+) con SGs obtenida a partir de 3 experimentos 
independientes donde el error corresponde al SD respectivo. El %  fue obtenido a partir de 350 células totales contadas en 
cada experimento. (b) Células Vero no infectadas (control) o infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. fueron no tratadas 
(0) tratadas a las 48 hs p.i. con distintas concentraciones de arsenito de sodio durante 1 h. Transcurrido el tratamiento las 
Đélulas fueƌoŶ pƌoĐesadas paƌa WB a fiŶ de eǀaluaƌ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα ;“eƌϱϭͿ.  El gƌafiĐo de la deƌeĐha ĐoƌƌespoŶde a 
la cuantificación de p-eIFϮα, eǆpƌesada Đoŵo uŶidades aƌďitƌaƌias ĐalĐuladas Đoŵo el ĐoefiĐieŶte eŶtƌe p-eIFϮα Ǉ actina  
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comprobaron que la infección con el virus provocó una marcada inhibición en la fosforilación de 

eIFϮα eŶ ĐoŵpaƌaĐióŶ ĐoŶ el Đultiǀo siŶ iŶfeĐtaƌ, fƌeŶte al tƌataŵieŶto ĐoŶ este iŶduĐtoƌ ;Figuƌa ϯ8b).  

En su conjunto estos resultados indican que las células infectadas con JUNV, particularmente aquellas 

que expresan N, muestran una resistencia al estrés oxidativo que sería mediada fundamentalmente a 

tƌaǀés de la iŶhiďiĐióŶ de la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα.  

Finalmente con el propósito de analizar las consecuencias de la respuesta a estrés oxidativo 

en la multiplicación de JUNV, se evaluó en primer lugar, el efecto del pre-tratamiento de las células 

con arsenito de sodio previo a la infección. Como se observa en la Figura 39a el pre-tratamiento con 

este inductor redujo la multiplicación de JUNV, corroborando que la activación de esta vía de estrés 

resulta perjudicial en la replicación viral. Por otro lado, el tratamiento con arsenito de sodio redujo 

considerablemente la incorporación de marca radiactiva en la síntesis de la proteína N, indicando que 

la activación de esta vía tendría consecuencias directas en la traducción viral (Figura 39b). 
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Estos resultados sugieren que uno de los objetivos principales de la modulación de la 

respuesta al estrés oxidativo ejercida por JUNV sería impedir que dicha respuesta afecte su eficiencia 

de replicación mediante la alteración de la síntesis de las proteínas virales.  

 

 

 

 

 

Figura 39. Efecto del tratamiento con arsenito de sodio en la multiplicación de JUNV.  (a) Células Vero fueron pre-tratadas 
durante 1 h con distintas concentraciones de arsenito de sodio y posteriormente infectadas con JUNV a una MOI de 1 
ufp/cél.. A las 24 hs p.i. los sobrenadantes fueron cosechados y titulados mediante ensayo de ufp. (b) Células Vero fueron 
infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. y a las 48 hs p.i. fueron ayunadas durante 1 h con DMEM deficiente en 
metionina y cisteína en presencia de arsenito de sodio 500 µM e incubadas posteriormente durante 2 h con DMEM 
suplementado con metionina y cisteína marcadas con 

35
S en presencia de la droga. Posteriormente las muestras fueron 

inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti-N, resueltas en un gel Bis-Tris y finalmente reveladas por autorradiografía. 
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22..11..22..bb  EEssttrrééss  ddee  rreettííccuulloo  eennddooppllaassmmááttiiccoo    

Para investigar si esta alteración en la respuesta al estrés era específica del tipo de inductor 

utilizado se evaluó la respuesta a estrés frente al tratamiento con ditiotreitol (DTT) y thapsigargina, 

drogas que desencadenan una respuesta a estrés de retículo endoplasmático (RE). En primer lugar se 

determinó la formación de SGs inducida por estos inhibidores en un cultivo no infectado, 

observándose que en ambos casos la inducción de estas estructuras fue dependiente de la 

concentración determinándose un 65±11 %  y 95±4 %  de células con SGs a las máximas 

concentraciones ensayadas para thapsigargina y DTT, respectivamente (Figura 40).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Posteriormente se evaluó la respuesta a estrés de RE en células Vero infectadas con JUNV. 

Como se observa en la Figura 41a, panel izquierdo, las células positivas para la expresión de N, 

mostraron una reducción moderada en la formación de SGs, determinándose que un 39±7 %  de las 

mismas presentaron SGs frente a un 65±6 %  observado en las células sin infectar tratadas con 

thapsigarina. Resultados similares fueron observados frente al tratamiento con DTT donde, a pesar de 

que este inductor produjo un 93±6 %  de células con SGs en los cultivos no infectados, en las células 

que expresaban N  este porcentaje se redujo a 55±8 %  (Figura 41a, panel derecho). Sin embargo, 

ĐuaŶdo se deteƌŵiŶó el estado de fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα fƌeŶte al tratamiento con estos inductores, 

se observó que la infección con JUNV no impidió la fosforilación de este factor, observándose un nivel 

de fosforilación similar al del cultivo sin infectar (Figura 41b). Estos resultados indicarían que la 
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Figura 40. Formación de SGs como respuesta a estrés de retículo endoplasmático (RE). Células Vero fueron tratadas con 
distiŶtas ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes de los iŶduĐtoƌes de estƌés de RE thapsigaƌgiŶa ;μMͿ o DTT ;ŵMͿ duƌaŶte ϭ h.  TƌaŶsĐuƌƌido este 
tiempo las células fueron fijadas y procesadas para IFI a fin de evaluar la formación de SGs empleando a la proteína TIA-1 
como marcador. Los números indican el %  de células con SGs obtenido a partir de 150 células contadas en 3 ensayos 
independientes donde el error corresponde al SD de la media.   
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infección con JUNV altera parcialmente la respuesta a estrés de RE. Es así que si bien la expresión de 

antígenos virales redujo moderadamente la capacidad de las células de formar SGs, esta inhibición no 

se relacionó con la alteración en los niveles de fosforilación de eIFϮα.  
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Figura 41. Formación de SGs en células infectadas con JUNV tratadas con inductores de estrés de RE. (a) Células Vero no 
infectadas  (control) o infectadas con JUNV (MOI de 1 ufp/cél.) fueron tratadas o no tratadas a las 24 hs p.i. con 
thapsigaƌgiŶa Ϯ μM o  DTT ϮŵM  duƌaŶte ϭh Ǉ pƌoĐesadas paƌa IFI a fiŶ de eǀaluaƌ la eǆpƌesióŶ de N Ǉ la foƌŵaĐióŶ de “Gs 
positivos para  TIA-1. IFI doble de N y TIA-1 en células tratadas con thapsigargina (panel izquierdo) y en células tratadas con 
DTT (panel derecho). Los números en los paneles indican la media del %  de células N (-) o N (+) con SGs obtenida a partir de 
3 experimentos independientes donde el error corresponde al SD respectivo. El %  fue obtenido a partir de 350 células 
totales contadas en cada experimento. (b) Células Vero fueron no infectadas (control) o infectadas con JUNV a una MOI de 1 
ufp/cél. y no tratadas (0) o tratadas con distintas concentraciones de DTT (panel superior) o thapsigargina (panel inferior) 
duƌaŶte ϭ h. TƌaŶsĐuƌƌido el tƌataŵieŶto las Đélulas fueƌoŶ pƌoĐesadas paƌa WB a fiŶ de eǀaluaƌ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα 
(Ser51).  Los gráficos de la derecha corresponden a la cuantificación de p-eIFϮα, eǆpƌesada Đoŵo uŶidades aƌďitƌaƌias 
calculadas como el coeficiente entre P-eIFϮα Ǉ aĐtiŶa respecto del control sin tratar no infectado.  
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Sin embargo, a pesar de esta moderada inhibición en la formación de SGs frente a estrés de 

RE, cuando las células fueron pre-tratadas con thapsigargina previamente a la infección, se observó 

una considerable reducción en la multiplicación de JUNV (Figura 42a). En este sentido, la síntesis de N 

evaluada mediante un ensayo de marca radiactiva en células tratadas con este inductor,  mostró una 

marcada inhibición (Figura 42b). Estos resultados indicarían que si bien la modulación de la respuesta 

de estrés celular ejercido por JUNV apunta mayoritariamente al estrés oxidativo más que al estrés de 

RE, la activación de la respuesta a estrés, independientemente de la vía implicada, tiene 

consecuencias deletéreas en la replicación de JUNV limitando la síntesis de las proteínas virales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

22..11..22..cc  EEssttrrééss  iinndduucciiddoo  ppoorr  hhiippppuurriissttaannooll  

Como se mencionó en la Introducción el requerimiento de la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα paƌa la 

formación  de SGs puede ser reemplazado mediante el uso de drogas que inhiben el inicio de la 

traducción por otro mecanismo, tal es el caso del compuesto hippuristanol, el cual induce la 

formación de SGs mediante la inhibición del factor de traducción eIF4A (Mazroui y col., 2006).  De 

esta manera este compuesto permite evaluar la capacidad del cultivo de formar SGs 

independientemente de la fosforilación de eIFϮα. A fiŶ de estudiaƌ la ĐapaĐidad de  JUNV  de interferir 

con la acción del hippuristanol, células Vero infectadas o no infectadas con el virus fueron tratadas 

con hippuristanol y evaluadas según su capacidad de inducir la formación de SGs. Como se observa en 

la Figura 43a,  el tƌataŵieŶto ĐoŶ hippuƌistaŶol Ϯ μM iŶdujo la formación de SGs en prácticamente la 

totalidad del cultivo no infectado, siendo esta respuesta dependiente de la concentración. En las 

células infectadas con JUNV, el tratamiento con hippuristanol mostró resultados similares, donde el 

Figura 42. Efecto del tratamiento con arsenito de sodio en la multiplicación de JUNV.  (a) Células Vero fueron pre-tratadas 
durante 1 h con distintas concentraciones de thapsigargina y posteriormente infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél.. A 
las 24 hs p.i. los sobrenadantes fueron cosechados y titulados mediante ensayo de ufp. (b) Células Vero fueron infectadas 
con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. y a las 48 hs p.i. fueron ayunadas durante 1 h con DMEM deficiente en metionina y 
cisteína en presencia de thapsigargina 5 µM e incubadas posteriormente durante 2 h con DMEM suplementado con 
metionina y cisteína marcadas con 

35
S en presencia de la droga. Posteriormente las muestras fueron inmunoprecipitadas 

con un anticuerpo anti-N, resueltas en un gel Bis-Tris y finalmente reveladas por autorradiografía. 
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porcentaje de células con SGs  fue  de 95±6 %  y  96±5 %  para células positivas y negativas para la 

expresión de N, respectivamente (Figura 43b), indicando que la formación de SGs asociada al bloqueo 

del inicio de la traducción por hippuristanol, no lograría ser superada por JUNV.  

Finalmente, el pre-tratamiento de los cultivos con hippuristanol mostró una considerable 

reducción en la replicación de JUNV (Figura 43c). En base a que la formación de SGs inducida por este 

iŶhiďidoƌ Ŷo es ŵediada poƌ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα, el secuestro de los factores de inicio de la 

traducción en estas estructuras podría ser la causa de la reducción en la replicación del virus. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  

22..11..33  PPrrootteeíínnaass  vviirraalleess  iimmpplliiccaaddaass  eenn  llaa  rreessppuueessttaa  aa  eessttrrééss  cceelluullaarr  

Los resultados obtenidos en los experimentos de doble marcación donde se evaluó la 

presencia de SGs en células infectadas que expresaban antígenos virales, sugieren que la expresión de 

N sería condición necesaria para la modulación de la respuesta al estrés celular. Sin embargo no es 

posible descartar que otros antígenos virales también hayan participado en dicho efecto.  Con la 

400X 

400X 

(b) 

Figura 43. Formación de SGs en células infectadas con JUNV y tratadas con hippuristanol. (a) Células Vero fueron tratadas 
ĐoŶ distiŶtas ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes de hippuƌistaŶol ;μMͿ duƌaŶte ϭ h.  Transcurrido este tiempo las células fueron fijadas y 
procesadas para IFI a fin de evaluar la inducción de SGs empleando al marcador TIA-1. (b) Células Vero no infectadas 
(control) o infectadas con JUNV (MOI de 1 ufp/cél.) fueron tratadas a las 24 hs p.i. ĐoŶ Ϯ μM  de hippuƌistaŶol duƌaŶte ϭh Ǉ 
procesadas para IFI a fin de evaluar la expresión de N y la formación de SGs positivos para  TIA-1. IFI doble de N y TIA-1 en 
células no infectadas (panel superior) y en células infectadas (panel inferior). Los números en los paneles indican el %  de 
células N (-) o N (+) con SGs obtenida a partir de 3 experimentos independientes donde el error corresponde al SD 
respectivo. El %  fue obtenido a partir de 350 células totales contadas en cada experimento (c) Células Vero fueron pre-
tratadas durante 1 h con distintas concentraciones de hippuristanol y posteriormente infectadas con JUNV a una MOI de 1 
ufp/cél.. A las 24 hs p.i. los sobrenadantes fueron cosechados y titulados mediante ensayo de ufp.  
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finalidad de esclarecer las proteínas virales implicadas en dicha modulación, se evaluó la formación 

de SGs frente al tratamiento con arsenito de sodio en células transfectadas con plásmidos de 

expresión de N, GPC o Z.  Como control de expresión de proteína no relacionada se empleó un 

plásmido de expresión de eGFP. La Figura 44, muestra que tanto la expresión de N como de GPC 

produjeron una considerable reducción en la formación de SGs, observándose que sólo un 3,7±2 %  y 

un 3,6±2 %  de células que expresaron dichas proteínas, respectivamente, fueron capaces de formar 

SGs en su citoplasma. La expresión de Z, sin embargo, no mostró diferencias considerables respecto 

de la expresión de la proteína control eGFP, observándose que un 29±9 %  de las células que 

expresaban Z fueron capaces de formar SGs en comparación con un 40±10 %  en células que 

expresaban eGFP.  En ningún caso se detectó la presencia de SGs en ausencia de arsenito de sodio.  

Los resultados obtenidos indican que la expresión de N y GPC estaría relacionada con el impedimento 

en la formación de SGs observado durante el estrés oxidativo. Probablemente esta expresión sea, al 

menos en parte, responsable de la evasión de la respuesta al estrés oxidativo durante la infección con 

JUNV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Formación de SGs en células transfectadas que expresan N, GPC o Z.  Células Vero fueron transfectadas con 
plásmidos que expresan las proteínas virales N, GPC o Z fusionada a eGFP (Z-eGFP) y con un plásmido de expresión de eGFP 
como proteína no relacionada. A las 48 hs post-transfeccióŶ las Đélulas fueƌoŶ tƌatadas ĐoŶ aƌseŶito de sodio ϱϬϬ μM 
durante 1 h y posteriormente procesadas para IFI a fin de determinar la presencia de SGs, mediante el marcador TIA-1, en 
las células transfectadas. Los números indican el porcentaje de células transfectadas positivas para SGs, obtenido a partir del 
conteo de 150 células. Cada  porcentaje fue calculado como la media de tres experimentos independientes donde el error 
corresponde al SD.   
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Como se mostró anteriormente, la resistencia al estrés oxidativo en las células infectadas con 

JUNV se correlacionó con un bloqueo de la fosforilación de eIF2α. A fiŶ de ĐoŶfiƌŵaƌ Ƌue la iŶhiďiĐióŶ 

en la formación de SGs observado mediante la expresión de N y GPC es mediada por la alteración de 

este factor, se evaluó la fosforilación del mismo en células transfectadas con los plásmidos de 

expresión utilizados en el ensayo anterior. Como muestra la Figura 45, todas las células  transfectadas 

no tratadas con arsenito, presentaron un nivel basal de expresión de P-eIFϮα, ĐaƌaĐteƌizado poƌ uŶ 

patrón difuso citoplasmático y un escaso número de células con pequeñas estructuras granulares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CuaŶdo se aŶalizó la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα eŶ las Đélulas tƌaŶsfeĐtadas tƌatadas ĐoŶ aƌseŶito, 

se observó que en el 65±9 %  de las células que expresaron eGFP se detectó p-eIFϮα, ŵieŶtƌas Ƌue en 

las células que expresaron GPC o N el porcentaje de células con p-eIFϮα se ƌedujo a uŶ ϭϱ±ϱ % Ǉ ϭϬ±4 

% , respectivamente (Figura 46). La expresión de P-eIFϮα es deteĐtada Đoŵo uŶ auŵeŶto eŶ la señal 

fluorescente junto con la aparición de un patrón granular citoplasmático.  

Estos resultados confirman que la expresión de N o GPC sería suficiente para inhibir la 

foƌŵaĐióŶ de “Gs iŶduĐida poƌ aƌseŶito a tƌaǀés de la ƌeduĐĐióŶ del Ŷiǀel de fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα. 

 

 

 

400X 

Figura ϰϱ. FosfoƌilacióŶ de eIFϮα eŶ células Ƌue eǆpƌesaŶ los aŶtígeŶos de JUNV.  Células Vero fueron transfectadas con 
plásmidos que expresan N o GPC  y con un plásmido de expresión de eGFP como proteína no relacionada (control).  A las 48 
hs post-transfección las Đélulas fueƌoŶ pƌoĐesadas paƌa IFI a fiŶ de deteƌŵiŶaƌ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα ;“eƌϱϭͿ.  
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22..22  EESSTTUUDDIIOO  DDEE  LLAA  RREESSPPUUEESSTTAA  AALL  EESSTTRRÉÉSS  CCEELLUULLAARR  EENN  LLAA  IINNFFEECCCCIIÓÓNN  PPEERRSSIISSTTEENNTTEE  DDEE  JJUUNNVV  

En función de la modulación evidente de la respuesta celular de estrés ejercida por JUNV 

durante la infección aguda, se decidió investigar si dicha modulación es llevada a cabo además 

durante la etapa persistente de infección. Es importante señalar que los cultivos de células Vero 

persistentemente infectados con JUNV presentan diferencias importantes frente a un cultivo 

infectado en forma aguda ya que son cultivos no virogénicos, caracterizados por la ausencia de 

expresión de G1 y síntesis continua de N. En estos ensayos se empleó el cultivo persistentemente 

infectado V3 mencionado en el capítulo I (ítem  1.3) entre los pasajes 21-30 (150-200 días p.i.). 

En primer lugar se evaluó la formación de SGs en el cultivo V3 frente al tratamiento con 

distintos inductores de estrés. Como se observa en la Figura 47, a diferencia de lo observado durante 

la infección aguda, todos los tratamientos indujeron un elevado porcentaje de células con SGs, 

independientemente del nivel de expresión de N.  De heĐho, el tƌataŵieŶto ĐoŶ thapsigaƌgiŶa ϮμM 

indujo inclusive un mayor número de células con SGs, en comparación con células Vero sin infectar. 

Por otro lado, en la mayoría de los casos se detectó un aumento en el número de SGs en las células 

V3 respecto de las células Vero.  

 

400X 
 
Figuƌa ϰϲ. FosfoƌilacióŶ de eIFϮα eŶ células Ƌue eǆpƌesaŶ los aŶtígeŶos de JUNV fƌeŶte al tƌataŵieŶto coŶ aƌseŶito de 
sodio.  Células Vero fueron transfectadas con plásmidos que expresan las proteínas virales N o GPC  y con un plásmido de 
expresión de eGFP (control) como proteína no relacionada. A las 48 hs post-transfección las células fueron tratadas con 
aƌseŶito de sodio ϱϬϬ μM duƌaŶte ϭ h  Ǉ posteƌioƌŵeŶte pƌoĐesadas paƌa IFI a fiŶ de deteƌŵiŶaƌ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα, eŶ 
las células transfectadas. Los números indican el porcentaje de células transfectadas que expresan P-eIFϮα, oďteŶido a paƌtiƌ 
del conteo de 150 células. Cada porcentaje fue calculado como la media de tres experimentos independientes donde el 
error corresponde al SD.   
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En los cultivos persistentemente infectados con JUNV la proteína N presenta un patrón de 

expresión diferencial respecto de lo que se observa en la infección aguda. De esta manera, en los 

cultivos persistentes la síntesis de N presenta un patrón heterogéneo de expresión observándose 

células con un patrón citoplasmático característico de aspecto puntillado fino y  células con una 

distribución de N granular. En base a esta observación y en función del comportamiento diferencial 

de los cultivos persistentes frente al estrés, se analizó si la distribución granular de N se relacionaba 

con las estructuras de silenciamiento: SGs o PBs. De esta manera se realizó un ensayo de microscopia 

confocal en células V3 en el cual se analizó simultáneamente la presencia de las estructuras 

granulares de N, SGs y PBs. En este ensayo se empleó el marcador Rck/p54 el cual constituye un 

componente compartido de SGs y PBs. Como se muestra en la Figura 48, en ausencia de estrés 

inducido por arsenito, Rck/p54 se encontró mayoritariamente en PBs no detectándose co-localización 

con los gránulos de N. Por otro lado se observó que la distribución de los PBs fue similar tanto en las 

células que mostraron una distribución homogénea de N como en las que mostraron una distribución 

granular. Cuando el cultivo fue sometido a estrés oxidativo, Rck/p54 se observó simultáneamente en 

PBs y SGs, detectándose una marcada co-localización con TIA-1 que, en estas condiciones, es 

reclutada a SGs, mientras que no se observó co-localización con las estructuras granulares de N. Por 

Figura 47. Formación de SGs en células Vero persistentemente infectadas con JUNV.   Células Vero o V3 (150-200 días p.i.) 
fueƌoŶ tƌatadas duƌaŶte ϭ h ĐoŶ ϱϬϬ μM de aƌseŶito de sodio, ϮŵM de DTT, Ϯ μM de thapsigaƌgiŶa o Ϯ μM de hippuƌistaŶol 
y posteriormente procesadas para IFI a fin de analizar la expresión de N (panel superior izquierdo en ambos bloques) y la 
presencia de SGs mediante el marcador TIA-1 (resto de los paneles). Los números indican el porcentaje de células con SGs 
cuantificadas a partir de 200 células contadas.  
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otro lado puede observarse que la inducción de SGs fue independiente del patrón de expresión de N 

que presentaba la célula, corroborando los resultados obtenidos en el ensayo anterior.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Con la finalidad de profundizar la dinámica de estas estructuras granulares de N, se evaluó el 

efecto de los inhibidores de la traducción: cicloheximida y puromicina, los cuales se caracterizan por 

afectar a los polisomas de maneras opuestas, mientras que la cicloheximida los estabiliza, la 

puromicina los desestabiliza. Dado que tanto los SGs como los PBs están en equilibrio dinámico con 

los polisomas, el tratamiento con estos inhibidores tiene consecuencias directas sobre estas 

estructuras: el tratamiento con cicloheximida impide la formación de SGs y desensambla a los PBs, 

mientras que el tratamiento con puromicina usualmente incrementa el número y tamaño de ambas 

estructuras.  Con la finalidad de evaluar el comportamiento de SGs y PBs en la infección persistente, 

como así también la dinámica de los gránulos de N, se analizó la respuesta a estrés oxidativo en 

cultivos tratados con los inhibidores de la traducción cicloheximida y puromicina. Como se observa en 

la Figura 49, de acuerdo a lo reportado, el tratamiento con cicloheximida impidió la formación de SGs 

mientras que el tratamiento con puromicina mostró un incremento en el tamaño y número de los 

mismos. Resultados similares fueron observados para PBs, donde el tratamiento con cicloheximida 

desarmó estas estructuras de silenciamiento, mientras que  la puromicina no tuvo efecto sobre las 

mismas. Sin embargo, cuando se analizó el efecto de estos tratamientos en la expresión de N, se 

observó que tanto el agregado de puromicina como cicloheximida indujeron un cambio en el patrón 

de expresión de esta proteína, obteniéndose un patrón homogéneo de distribución (similar al 

Figura 48. Microscopía confocal de los gránulos de N y su relación con marcadores de SGs y PBs en células V3.   Células V3 
(150-200 días p.i.) fueron no tratadas o tratadas durante 1 h con 5ϬϬ μM de aƌseŶito de sodio Ǉ pƌoĐesadas paƌa IFI. 
Nucleoproteína (verde); Rrck/p54 (azul); TIA-1 (rojo). El recuadro ubicado en la esquina superior de cada foto  corresponde a 
un aumento  de un gránulo de N (recuadro punteado). Merge= superposición 
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descripto como puntillado fino) acompañado de una reducción muy marcada en el número de 

estructuras granulares presentes en el citoplasma. Estos resultados sugieren que los cúmulos de N 

observados en las células persistentemente infectadas con JUNV constituirían sitios de traducción 

activa, más que estructuras de silenciamiento. Por otro lado, los SGs y los PBs presentes en estas 

células mostraron un comportamiento similar al reportado para células no infectadas respecto de los 

tratamientos con cicloheximida y puromicina, demostrando que en estos cultivos la presencia de 

JUNV no alteraría la dinámica de estas estructuras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, en base a la susceptibilidad de las células V3 a la formación de SGs, se evaluó el 

efecto de la sobreinfección con JUNV en estos cultivos. Es importante señalar que los cultivos 

persistentes con JUNV se caracterizan por presentar una resistencia a la sobreinfección con virus 

homólogo caracterizada por una disminución en la producción viral de aproximadamente 1 log 

respecto de una infección en células Vero (Ellenberg y col., 2004). En estos cultivos se ha reportado 

que la entrada de JUNV no estaría afectada aunque pasos posteriores tales como la síntesis de 

antígenos virales presentan una restricción marcada.  De esta manera el cultivo persistentemente 

Figura 49. Dinámica de SGs, PBs y gránulos de N frente al tratamiento con inhibidores de la traducción.   Células V3 (150-
ϮϬϬ días p.i.Ϳ fueƌoŶ Ŷo tƌatadas o tƌatadas duƌaŶte ϲ h ĐoŶ ϮϱϬ μM de puƌoŵiĐiŶa o ϮϱϬ μM de ĐiĐloheǆiŵida. A las ϱ h de 
tratamiento con los inhibidores de la traducción, las células fueron  sometidas a estrés oxidativo mediante el agregado de 
ϱϬϬ μM de aƌseŶito de sodio duƌaŶte ϭh.  TƌaŶsĐuƌƌido este tieŵpo las Đélulas fueƌoŶ fijadas Ǉ pƌoĐesadas paƌa IFI. PaŶel 
superior, SGs marcados con TIA-1. Panel medio, PBs marcados con Hedls. Panel inferior, N marcada con anticuerpo 
monoclonal. 
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infectado V3 fue sobreinfectado con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. o no sobreinfectado y a las 48 hs 

p.i. fue tratado durante 1 h con distintas concentraciones de arsenito de sodio o DTT. Como se 

observa en la Figura 50a, la soďƌeiŶfeĐĐióŶ ĐoŶ JUNV Ŷo ŵodifiĐó el patƌóŶ de fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα 

inducido por arsenito de sodio, en comparación con el cultivo no sobre-infectado. Efectos similares 

fueron observados durante el tratamiento con DTT (Fig. 50b). Estos resultados indican que la 

sobreinfección con JUNV de las células V3 no lograría iŵpediƌ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα eŶ 

comparación con lo observado en células Vero infectadas en forma aguda a la misma MOI. El hecho 

de que a esta multiplicidad de infección no se haya observado una significativa producción de 

antígenos virales del virus sobreinfectante (datos no mostrados), en parte explicaría los resultados 

obtenidos, fortaleciendo la conclusión de que la expresión de una o varias proteínas virales serían 

necesarias para impedir la respuesta a estrés oxidativo. A su vez, dado que los cultivos V3 se 

caracterizan por la ausencia de expresión de G1 pero una elevada expresión de N, los resultados 

obtenidos sugieren que la función/es que cumple N expresada durante la persistencia diferiría/n de 

aquella/s propia/s de la expresada durante una infección aguda, ya que durante la persistencia N no 

controlaría la formación de SGs.    
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Figuƌa ϱ0. FoƌŵacióŶ de “Gs Ǉ fosfoƌilacióŶ de eIFϮα eŶ células peƌsisteŶteŵeŶte iŶfectadas coŶ JUNV ;VϯͿ.  Células V3 
(150-200 días p.i.) fueron sobreinfectadas o no sobreinfectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél., y tratadas a las 48 hs p.i. 
con distintas concentraciones de arsenito de sodio o DTT durante 1 h. Transcurrido el tratamiento las células fueron 
procesadas para WB a fin de analizar la presencia de p-eIFϮα ;“eƌϱϭͿ. Los gráficos corresponden a la cuantificación de p-
eIFϮα, eǆpƌesada Đoŵo uŶidades aƌďitƌaƌias ĐalĐuladas Đoŵo el ĐoĐiente entre p-eIFϮα Ǉ aĐtiŶa respecto del control sin 
tratar no infectado.  
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22..33  CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  PPAARRCCIIAALLEESS  CCAAPPÍÍTTUULLOO  IIII  

 

 La infección aguda con JUNV modula negativamente la capacidad de las células de 

formar SGs inducido por arsenito de sodio y en menor extensión por thapsigargina y DTT.  

 

 Esta modulación ejercida principalmente frente al estrés oxidativo es regulada  

mediante la expresión de las proteínas virales N Ǉ G e iŶǀoluĐƌa el ŵaŶteŶiŵieŶto de eIFϮα eŶ su 

estado hipofosforilado.   

 

 Los cultivos persistentemente infectados con JUNV son capaces de formar SGs frente 

a la inducción con distintos agentes del mismo modo que lo hacen células Vero no infectadas.
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33..    PPAARRTTIICCIIPPAACCIIÓÓNN  DDEELL  CCOOMMPPLLEEJJOO  DDEE  IINNIICCIIOO  DDEE  LLAA  TTRRAADDUUCCCCIIÓÓNN  eeIIFF44FF  EENN  LLAA  SSÍÍNNTTEESSIISS  DDEE  LLAASS  

PPRROOTTEEÍÍNNAASS  DDEE  JJUUNNVV  

  
El inicio de la traducción es un proceso complejo que involucra la participación de factores 

canónicos de traducción denominados eIFs entre los cuales se encuentra el factor de unión al cap 

eIF4E, la proteína helicasa eIF4A y el factor de andamiaje eIF4GI. Estos tres factores constituyen 

elementos claves para el inicio de la traducción cap-dependiente y asimismo son empleados 

alternativamente en la traducción mediada por IRES (según la característica del IRES). 

La presencia de estructuras cap en el extremo 5´de los mARNs de JUNV lleva a pensar en la 

participación de dicha estructura en el inicio de la traducción de las proteínas virales. Sin embargo, los 

resultados obtenidos en el capítulo I sugieren que, si bien JUNV activa la principal vía de regulación de 

la traducción cap-dependiente, esta activación es efectivamente empleada para la entrada del virus a 

la célula huésped más que para procesos tardíos de replicación. El empleo de un dominante negativo 

mutante para Akt confirmó la importancia de la vía en la replicación de JUNV, sin embargo el uso de 

un dominante negativo mutante para 4E-BP (regulador negativo de eIF4E) no tuvo efecto en la 

síntesis de antígenos virales sugiriendo entonces el empleo de un mecanismo independiente al uso de 

este factor. Finalmente, el hecho de que la infección con JUNV interfiera con los mecanismos de 

respuesta de estrés celular, mediante el cual los eIFs quedan secuestrados en SGs, hace suponer la 

necesidad, por parte del virus, de contar con dichos factores que, de otra manera permanecerían 

secuestrados en estas estructuras (capítulo II).   

Sobre la base de estos resultados, en este capítulo se evaluó la participación de los factores 

eIF4A y eIF4G en el mecanismo de síntesis de las proteínas de JUNV a fin de completar los estudios 

acerca de la estrategia de traducción de este agente.  

 

33..11  PPAARRTTIICCIIPPAACCIIÓÓNN  DDEELL  FFAACCTTOORR  eeIIFF44GG  

Con la finalidad de evaluar la participación del factor eIF4GI en primer lugar se analizó  si la 

infección con JUNV altera los niveles de síntesis de dicho factor, tal como se ha reportado durante la 

infección con HCMV (Walsh y col., 2005). Como se observa en la Figura 51 a partir de las 12 hs p.i. 

comenzó a detectarse la expresión de N, mientras que la expresión de GPC comenzó a detectarse 

entre las 24-33 hs p.i.. Los niveles de eIF4GI, sin embargo, se mantuvieron constantes durante toda la 

infección, aún cuando los niveles de N y GPC fueron más elevados (48 hs p.i.). Por otro lado los niveles 

de eIF4E y eIF2 también permanecieron constantes indicando que JUNV no altera el nivel basal de  

síntesis de estos factores durante la infección.  
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En función que eIF4GI es uno de los factores que forman parte de los SGs cuando la célula es 

sometida a una situación de estrés, se caracterizó el reclutamiento de dicho factor frente al 

tratamiento con arsenito de sodio en células infectadas con JUNV. Como se observa en la Figura 52a, 

el tratamiento de células Vero con arsenito promovió el reclutamiento de eIF4GI a SGs, observándose 

en prácticamente la totalidad del cultivo la presencia de estas estructuras granulares. Cuando se 

analizó el cultivo infectado con JUNV, Figura 52b, se observó que la infección, en ausencia de 

tratamiento, no modificó la localización celular de eIF4GI, sin embargo  se observó una marcada 

superposición de los fluoróforos cuando se evaluó la expresión simultánea de eIF4GI y N. Por otro 

lado, el tratamiento del cultivo infectado con arsenito de sodio mostró una disminución marcada en 

el número de células con SGs, particularmente en las que expresaban N, corroborando su resistencia 

a la formación de los mismos frente al estrés oxidativo.  

Con la finalidad de profundizar los resultados  acerca de la localización sub-celular de N y 

eIF4GI se realizó un ensayo de microscopía confocal, observándose que en los sitios de expresión de 

N se detectó la co-localización con el factor eIF4GI,  mientras que dicho factor no co-localizó con los 

sitios de expresión de GPC (coeficiente de Pearson 0.7 [N] vs. 0.29 [GPC]) (Figura 52c). Estos 

resultados sugieren el requerimiento de eIF4GI durante la replicación del virus y apoyan la hipótesis 

de que JUNV bloquearía la formación de SGs para evitar que dicho factor quede atrapado en estas 

estructuras.  

 

 

 

Figura 51. Cinética de infección de JUNV.  Células Vero fueron infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél. y a distintos 
tiempos p.i. fueron procesados para WB a fin de evaluar la síntesis de los antígenos virales N y GPC, y de los factores de 
traducción celular eIF4GI, eIF2y eIF4E.  La tubulina fue usada como control de carga. La calle control corresponde a células 
no infectadas. 
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(a) 

(b) 

(c) 

Figura 52. Expresión de eIF4GI en células infectadas con JUNV.  Células Vero no infectadas (a) o infectadas con JUNV a una 
MOI de ϭ ufp/Đél. ;ďͿ fueƌoŶ Ŷo tƌatadas o tƌatadas a las ϰϴ hs p.i. ĐoŶ aƌseŶito de sodio ϱϬϬ μM duƌaŶte ϭh  Ǉ 
posteriormente fijadas para IFI. En verde N y en rojo eIF4GI. Aumento 400X. Los números en los paneles indican el %  de 
células N (-) o N (+) con SGs obtenidos a partir de 3 experimentos independientes donde el error corresponde al SD 
respectivo. El %  fue obtenido a partir de 350 células totales contadas en cada experimento. (c) Microscopía confocal de 
células Vero infectadas con JUNV a una MOI de 2 ufp/cél. y fijadas a las 48 p.i. (aumento 1000X). En verde expresión de N o 
GPC, en rojo expresión de eIF4GI y en azul núcleos marcados con To-pro3.  
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Con la finalidad de comprobar la participación de eIF4GI en la replicación de JUNV, se evaluó en 

primer lugar el efecto del silenciamiento de este factor mediante el empleo de un siARNs específico 

(sieIF4GI). De esta manera células Vero fueron transfectadas con dicho siARN o con un siARN control, 

y posteriormente infectadas con JUNV. Como se observa en la Figura 53, la transfección con el 

sieIF4GI en células Vero produjo una disminución considerable en la expresión de dicho factor, 

obteniéndose valores cercanos al  70%  de inhibición en comparación con  el siARN control. A su vez el 

silenciamiento de dicho factor mostró una reducción significativa en la expresión de N en 

comparación con el cultivo transfectado con el sicontrol (29%  vs. 62% , con un p< 0,005).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 53. Efecto del silenciamiento de eIF4GI en la multiplicación de JUNV.   Células Vero fueron transfectadas 2 veces 
consecutivas con un siARN dirigido contra eIF4GI o un siARN control y a las 24 hs luego de la segunda transfección las células 
fueron no infectadas (control) o infectadas con JUNV a una MOI de 2 ufp/cél.. A las 24 hs p.i. las células fueron fijadas y 
procesadas para IFI a fin de evaluar la expresión de N (verde) y eIF4GI (rojo). Los núcleos fueron teñidos con el marcador To-
pro3. 
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Estos resultados se completaron mediante un ensayo de marca metabólica en células Vero 

infectadas con JUNV y transfectadas con el sieIF4GI. Para ello en primer lugar se determinó la 

sensibilidad de la técnica para evaluar la síntesis de antígenos virales, dado que este virus no induce 

shutoff por lo que tanto las proteínas celulares como las virales incorporan marca radiactiva. De esta 

manera células Vero infectadas con JUNV fueron marcadas metabólicamente con 35S metionina  a las 

24 y 48 hs p.i.. Como se observa en la Figura 54, en la calle correspondiente a las células infectadas se 

detectó una banda entre los marcadores de 75 y 50 KDa, la cual presentó mayor intensidad a las 48 hs 

p.i. y no se detectó en el control sin infectar. De acuerdo al tamaño, esta banda podría corresponder 

al  precursor GPC (PM 70 KDa) o a la nucleoproteína N (PM entre 60-68 KDa).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

En base a estos resultados, se evaluó posteriormente el efecto del silenciamiento de eIF4GI 

en la incorporación de marca radiactiva durante la infección con JUNV. Como se muestra en la Figura 

55a el silenciamiento de eIF4GI produjo una disminución en la incorporación de 35S en la banda 

correspondiente al antígeno viral, así como también en las proteínas celulares. Por otro lado, el 

Figura 54. Detección de antígenos virales por marcado metabólico. Células Vero fueron infectadas con JUNV a una MOI de 
5 ufp/cél. y a las 24 y 48 hs p.i. las células fueron ayunadas durante 1 h con DMEM deficiente en metionina y cisteína e 
incubadas posteriormente durante 1 h con DMEM en presencia de metionina y cisteína marcadas con 

35
S. Las muestras 

fueron resueltas en geles de Bis-Tris 4-12%  (Nupage) y reveladas por autorradiografía. 
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silenciamiento efectivo de eIF4GI fue corroborado mediante un ensayo de WB, en el cual se observó 

una inhibición casi total en la síntesis de este factor de traducción.  

Un ensayo de WB en células transfectadas con el sieIF4GI y posteriormente infectadas con 

JUNV, corroboró los resultados obtenidos previamente, observándose una significativa reducción en 

la síntesis de N tanto a las 24 como a las 48 hs p.i. (Figura 55b). En su conjunto estos resultados 

sugieren la participación del factor eIF4GI en la síntesis de las proteínas de JUNV. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

(a) 

Figura 55. Efecto del silenciamiento de eIF4GI en la multiplicación de JUNV.  (a) Células Vero fueron transfectadas 2 veces 
con un siARN dirigido contra eIF4GI o un siARN control y a las 24 hs luego de la segunda transfección las células fueron 
infectadas con JUNV a una MOI de 5 ufp/cél.. A las 24 hs p.i. las células fueron ayunadas durante 1 h con DMEM deficiente 
en metionina y cisteína e incubadas posteriormente durante 1 h con DMEM en presencia de metionina y cisteína marcadas 
con 

35
S. Las muestras fueron resueltas en geles de Bis-Tris 4-12%  (Nupage). La síntesis de eIF4GI y eIF2 fue evaluada 

mediante WB. (b) Células Vero fueron transfectadas 2 veces con un siARN dirigido contra eIF4GI o un siARN control y a las 24 
hs luego de la segunda transfección las células fueron infectadas con JUNV a una MOI de 5 ufp/cél..A las 24 y 48 hs p.i. se 
evaluó la síntesis de N, eIF4GI y tubulina mediante ensayo de WB. 
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Con la finalidad de estudiar la participación directa de eIF4GI en la replicación de JUNV se 

realizó un ensayo de electroporación del mARN de la proteasa 2A de poliovirus. La expresión de esta 

proteasa degrada al factor eIF4GI generando dos productos de degradación: un producto amino 

terminal, el cual contiene el sitio de unión a eIF4E y PABP y otro carboxilo terminal, que contiene los 

sitios de unión a eIF3 y eIF4A.  De esta manera este ensayo combinado con marca radiactiva permite 

evaluar por un lado el efecto directo de eIF4GI en la síntesis de proteínas, ya que la proteasa es 

traducida rápidamente luego de la electroporación y su acción se evalúa a tiempos cortos, 

minimizando los efectos secundarios sobre la traducción de otras proteínas celulares.  Por otro lado 

este ensayo permite determinar si la región carboxilo terminal es suficiente para mantener la 

traducción (traducción cap-independiente), o si se requiere al factor completo (traducción cap-

dependiente).  Como se muestra en la Figura 56 la expresión de la protreasa 2A produjo un efecto de 

shutoff en la síntesis de proteínas celulares, obteniéndose el mayor efecto cuando se electroporaron 

ϭϬ μg del ARN de la pƌoteasa. A su ǀez eŶ las Đélulas iŶfeĐtadas se oďseƌǀó uŶ ďloƋueo pƌáĐtiĐaŵeŶte 

completo en la incorporación de 35S en la banda correspondiente al antígeno viral.  La ruptura de 

eIF4GI fue corroborada mediante un ensayo de WB donde se observó la desaparición de la forma 

completa de este factor con la correspondiente aparición de  uno de los fragmentos de degradación.  

Estos resultados comprueban la participación efectiva de eIF4GI en la replicación de JUNV. 

Llamativamente, el requerimiento del factor completo indicaría un mecanismo de traducción cap-

dependiente, sin embargo los resultados obtenidos previamente demostraron que el factor de unión 

al cap, eIF4E, no sería imprescindible para la replicación del virus. Estos resultados plantean la 

necesidad de postular la interacción de otro factor, probablemente viral, en el sitio de unión a eIF4E, 

lo cual explicaría la necesidad de la presencia  del factor eIF4GI intacto y la independencia de eIF4E. 

Teniendo en cuenta los resultados de la microscopía confocal (Fig. 54), muy probablemente la 

proteína viral N,  la cual mostró una importante co-localización con eIF4GI,  podría estar cumpliendo 

esta función formando parte de un complejo de traducción de los mARNs virales.   
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Con el objetivo de comprobar la posible interacción entre N y eIF4GI observada por IFI, se 

realizó un ensayo de inmunoprecipitación empleando un anticuerpo dirigido contra dicho factor de 

traducción en células infectadas con JUNV. Como se observa en la  Figura 57a  la presencia de N en la 

fracción inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-eIF4GI indicaría la interacción entre este factor y la 

nucleoproteína viral. Es importante destacar que si bien con este ensayo se comprueba la presencia 

de N en los complejos inmunoprecipitados contra eIF4GI, esta presencia no indica la interacción 

directa entre ambas proteínas. Por otro lado la presencia de N en la fracción no inmunoprecipitada de 

 0            1             10            0           1          10 

Control JUNV 

2A (µg) 

Figura 56. Efecto del clivaje de eIF4GI en la multiplicación de JUNV. Células Vero no infectadas (control) o infectadas con 
JUNV (JUNV) a una MOI de 5 ufp/cél. fueron electroporadas a las 24 hs p.i. con distintas concentraciones del mARN de la 
proteasa 2A de poliovirus, previa transcripción in vitro. A las 2 hs post-electroporación (p.e.) las células fueron ayunadas 
durante 1 h con DMEM deficiente en metionina y cisteína e incubadas posteriormente durante 1 h con DMEM en presencia 
de metionina y cisteína marcadas con 

35
S. Las muestras fueron resueltas en geles de Bis-Tris 4-12%  (Nupage) (panel 

superior). La síntesis de eIF2 y la degradación de eIF4GI fueron evaluadas mediante un ensayo de WB (panel inferior). 
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la correspondiente muestra indica que sólo una parte de la misma se encontraría en probables 

complejos de traducción, mientras que la restante no se encontraría en los mismos. Como control de 

interacción se evaluó la presencia de eIF4E en las muestras inmunoprecipitadas, observándose que 

tanto en las células no infectadas como en las células infectadas con JUNV, eIF4E se encontró 

principalmente en la fracción inmunoprecipitada de eIF4GI. Estos resultados comprueban la 

participación del eIF4GI en el mecanismo de traducción de las proteínas de JUNV e indican una 

posible asociación, ya sea directa o indirecta, con N.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con la finalidad de comprobar que efectivamente el factor eIF4E no forma parte de un 

complejo de traducción putativo de los mARNs virales, se realizó un ensayo similar al mencionado 

anteriormente pero inmunoprecipitando con un anticuerpo dirigido contra el factor de unión al cap, 

eIF4E. Como se observa en la Figura 57b, no se detectó la presencia de N en la fracción 

inmunoprecipitada de las células infectadas, detectándose sin embargo, en el sobrenadante de la 

misma. Por otro lado, los resultados mostrados  indican que la ausencia de interacción no se debería 

a una falla en la inmunoprecipitación ya que la mayoría de eIF4E aparece en la fracción 

inmunoprecipitada tanto para las células no infectadas como para las infectadas con JUNV.  

Con el objetivo de evaluar si los sitios de expresión de N constituyen áreas de traducción 

activa se analizó la localización  de la proteína ribosomal P durante la infección. En primer lugar, se 

evaluó si la infección con JUNV produce una modificación en la localización celular de dicha proteína. 

Figura 57. Interacción de los factores eIF4GI y eIF4E con N en células Vero infectadas con JUNV. Células Vero fueron 
infectadas con JUNV a una MOI de 1 ufp/cél.. A las 48 hs p.i. las células fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo 
dirigido contra eIF4G (a) o contra eIF4E (b) y reveladas con un anticuerpo anti N o anti eIF4E. IP= fracción 
inmunoprecipitada. SN= fracción correspondiente al sobrenadante de la respectiva muestra inmunoprecipitada. Lisados= 
muestras control no inmunoprecipitadas. cc= células no infectadas.  
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Como se observa en la Figura 58 la infección con JUNV indujo una acumulación de P en foci 

citoplasmáticos discretos, ausentes en las células no infectadas.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Estos resultados sugieren que la relocalización de la proteína P posiblemente se relacione con 

su presencia en complejos de traducción de proteínas virales.  Fue así que se decidió evaluar la 

relación entre los foci de proteína P observados durante la infección con JUNV y el factor de 

traducción eIF4GI, ya que este último interactuaría con la proteína N.  Como se observa en la Figura 

59, si bien la infección con JUNV no indujo una re-localización de eIF4GI, de acuerdo a lo descripto 

anteriormente, en los foci de la proteína P se observó la co-localización con este factor (Coeficiente 

de Pearson = 0.65). De acuerdo a estos resultados se podría inferir que la proteína N se encontraría 

formando parte de complejos de traducción activa en función de la presencia de la proteína P, 

indirectamente demostrada mediante el análisis de eIF4GI.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Localización de la proteína ribosomal P durante la infección con JUNV.  Células Vero fueron no infectadas 
(control) o  infectadas con JUNV a una MOI de 2 ufp/cél. A las 24 hs p.i. las células fueron procesadas para IFI empleando un 
anticuerpo  monoclonal anti-proteína P  y posteriormente analizadas mediante microscopía confocal. Aumento 400X. El 
zoom corresponde a un aumento de tres veces de la zona delimitada. 
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33..22  PPaarrttiicciippaacciióónn  ddeell  ffaaccttoorr  eeIIFF44AA  

La helicasa eIF4A constituye otro de los factores implicados en el inicio de la traducción que 

forma parte del complejo eI4F. Su actividad es fundamental en la búsqueda del codón de inicio de la 

traducción AUG. Con la finalidad de evaluar la participación de dicho factor en la traducción de los 

mARNs de JUNV, se analizó en primer lugar, la expresión de eIF4A y su reclutamiento a SGs frente al 

tratamiento con arsenito de sodio. Como se muestra en la Figura 60, el tratamiento con el inductor de 

estrés promovió el reclutamiento de eIF4A a SGs en prácticamente la totalidad de las células del 

cultivo (86±11 % ). Cuando se analizó la expresión de eIF4A en las células infectadas con JUNV, se 

observó una modificación en la localización celular de dicho factor. Por otro lado, cuando el cultivo 

fue sometido al tratamiento con arsenito de sodio, se detectó una reducción importante en el 

número de células con SGs (26±5 % ), respecto de los cultivos sin infectar. 

Figura 59. Expresión p97 y eIF4GI en células infectadas con JUNV. Células Vero fueron no infectadas (control) o  infectadas 
con JUNV (JUNV) a una MOI de 2 ufp/cél. A las 24 hs p.i. las células fueron procesadas para IFI empleando anticuerpos 
específicos dirigidos contra eIF4GI y la proteína P. Los preparados fueron analizados mediante microscopía confocal. 
Aumento 630X. El zoom corresponde a un aumento de 2 veces de la zona delimitada. 
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Para confirmar la participación de eIF4A en la multiplicación de JUNV,  células Vero fueron 

infectadas con el virus y tratadas con hippuristanol, un inhibidor de la actividad helicasa de dicho 

factor. Como se observa en la Figura 61a el tratamiento con esta droga redujo la síntesis de N, en 

forma dependiente de la concentración, observándose una inhibición prácticamente total a la 

ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ ϱ μM. Estos ƌesultados se ĐoƌƌespoŶdieƌoŶ ĐoŶ uŶa iŶhiďiĐióŶ eŶ la pƌoduĐĐióŶ de ǀiƌus 

infectivo (Figura 61b). Es importante señalar que en todas las concentraciones evaluadas la viabilidad 

celular se mantuvo superior al 90% .   
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Figura 61. Efecto del tratamiento con hippuristanol en la multiplicación de JUNV. Células Vero fueron infectadas con JUNV 
a una MOI de 1 ufp/cél. y tratadas con distintas concentraciones de hippuristanol durante 24 hs. Transcurrido el tratamiento 
las células fueron procesadas para WB con la finalidad de evaluar la síntesis de N (a) y los sobrenadantes fueron titulados 
mediante un ensayo de ufp (b). 
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Figura 60. Expresión de eIF4A en células infectadas con JUNV.  Células Vero no infectadas  (Control) o infectadas con JUNV 
a uŶa MOI de ϭ ufp/Đél. fueƌoŶ Ŷo tƌatadas o tƌatadas a los ϰϴ hs p.i. ĐoŶ aƌseŶito de sodio ϱϬϬ μM duƌaŶte ϭh  Ǉ 
posteriormente fijadas para IFI a fin de evaluar la expresión de eIF4A mediante el empleo de un anticuerpo monoclonal.  
Aumento 400X. Los números en los paneles indican el %  de células con SGs obtenidos a partir de tres experimentos 
independientes donde el error corresponde al SD respectivo. El %  fue obtenido a partir de 200 células totales contadas en 
cada experimento. 
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El requerimiento de este factor fue estudiado además mediante el empleo de un dominante 

negativo mutante para eIF4A, el cual posee alterado su dominio de actividad helicasa.  Células Vero 

fueron transfectadas con el plásmido de expresión de la proteína mutada o de la proteína salvaje y 

posteriormente infectadas con JUNV. Como controles se emplearon los virus VSV y poliovirus. Como 

se muestra en la Figura 62 la expresión del dominante negativo de eIF4A redujo la replicación de 

poliovirus mientras que no mostró efectos en la replicación de VSV. Por otro lado, la expresión del 

dominante negativo indujo una inhibición moderada en la multiplicación de JUNV, sugiriendo la 

participación de este factor en la multiplicación de este agente. En estos experimentos la eficiencia de 

transfección no logró ser superior al 50%  lo cual podría explicar la inhibición parcial observada frente 

a  poliovirus, virus para el cual se ha reportado la  participación de este factor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, dada la re-localización de eIF4A observada en las células infectadas con JUNV se 

evaluó la posible interacción entre esta proteína y N mediante un ensayo de inmunoprecipitación. 

Como se muestra en la Figura 63 la presencia de eIF4A fue detectada en la muestra infectada 

inmunoprecipitada con N, indicando que dicho factor estaría formando parte de un complejo de 

traducción con N. A su vez, la presencia de eIF4A en el sobrenadante de la muestra 

inmunoprecipitada, indica que sólo un aparte de este factor estaría formando parte del complejo de 

traducción viral, mientras que el resto formaría parte de los complejos de traducción de proteínas 

celulares. 

 

Figura 62. Efecto de la expresión de un dominante negativo de eIF4A  en la multiplicación de JUNV. Células Vero fueron 
transfectadas con un plásmido de expresión de eIF4A mutado en su dominio helicasa (eIF4A-mut) o un plásmido de 
expresión de la proteína salvaje (eIF4A-wt). A las 24 hs post-transfección las células fueron infectadas con JUNV  (MOI de 1 
ufp/cél.), poliovirus (MOI 1 ufp/cel.) o VSV (MOI de 0.01 ufp/cél). A las 24 hs p.i. la producción de virus infectivo fue 
evaluada mediante un ensayo de ufp. Los números indican el porcentaje de inhibición de la multiplicación viral en las células 
transfectadas con el plásmido de expresión de eIF4A mut respecto de las transfectadas con el plásmido salvaje. * no hubo 
inhibición. 
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33..33  AAnnáálliissiiss  ddee    pp9977//NNAATT11//DDAAPP55  dduurraannttee  llaa  iinnffeecccciióónn  ccoonn  JJUUNNVV  

Como fue mencionado en la introducción, la familia eIF4G comprende al factor principal 

eIF4GI, a su proteína homóloga eIF4GII y a una proteína relacionada que sólo presenta homología con 

su extremo amino terminal denominada p97/NAT1/DAP5. Esta última se caracteriza por la ausencia 

de los sitios de unión para PABP y eIF4E y la presencia de los sitios de unión para eIF3 y eIF4A. La 

ausencia del sitio de unión para eIF4E sugiere su participación en procesos de traducción cap-

independientes y aunque su función aún es controversial se postula que regularía la traducción 

mediada por IRES de determinados mARNs y que su actividad sería desencadenada mediante su 

clivaje promovido por la caspasa-3.  

Dada la analogía de p97 con la porción amino terminal de eIF4GI, se  analizó la participación 

de dicha proteína en la replicación de JUNV.  De esta manera, en primer lugar se evaluó la localización 

celular de p97 en células infectadas con JUNV. Como se observa en la Figura 64, en células no 

infectadas p97 presentó una distribución nuclear-citoplasmática homogénea, de acuerdo a lo 

reportado en bibliografía. Sin embargo cuando se evaluó la distribución de p97 en las células 

infectadas con JUNV se observó que algunas células del cultivo presentaron una  re-localización 

llamativa de dicha proteína en agregados citoplasmáticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63. Interacción de N y eIF4A en células Vero infectadas con JUNV. Células Vero fueron infectadas con JUNV (JUNV) a 
una MOI de 1 ufp/cél. .A las 48 hs p.i. las células fueron inmunoprecipitadas (IP) con un anticuerpo dirigido contra N y 
reveladas con un anticuerpo dirigido contra eIF4A. Como control las muestras fueron reveladas contra N. IP= fracción 
inmunoprecipitada. SN= fracción correspondiente al sobrenadante de la respectiva muestra inmunoprecipitada. Lisados= 
muestras control no inmunoprecipitadas. Cc= células no infectadas.  
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En base a los resultados obtenidos, se realizó un ensayo de IFI doble con la finalidad de 

establecer una posible relación entre la expresión de antígenos virales y la re-localización de p97 

observada durante la infección. En primer lugar se analizó la distribución de p97 en células infectadas 

con JUNV positivas para la expresión de N. Los resultados obtenidos corroboraron que la infección 

con JUNV sería la responsable de la re-localización de p97, ya que esta re-localización se encontró 

mayormente en las células positivas para la expresión de N (Figura 65). El resultado más llamativo de 

este ensayo fue la observación de una marcada co-localización entre N y p97 (coeficiente de 

Pearson=0.8), sugiriendo la interacción entre la nucleoproteína viral y este factor no canónico de 

traducción. Sin embargo cabe destacar que a pesar de esta co-localización, no todas las células que 

expresaban N mostraron una marcada relocalización de p97, indicando cierta independencia entre la 

expresión de N y la posible función traduccional de p97.  

 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 64. Distribución celular de p97. Células Vero  no infectadas (control) o  infectadas con JUNV a una MOI de 2 ufp/cél. 
fueron procesadas a las 24 hs p.i. para IFI empleando un anticuerpo  anti-p97 y posteriormente analizadas mediante 
microscopía confocal. Aumento 400X. El zoom corresponde a un aumento de cinco veces de la zona delimitada. 
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En un ensayo similar se evaluó la relación entre la expresión de p97 y GPC.  Como muestra la 

Figura 66, p97 mostró una re-localización citoplásmtica principalmente en células positivas para GPC, 

indicando que la infección con JUNV sería la responsable de esta relocalización tal como fue 

observado en el ensayo anterior. Sin embargo en este ensayo se observó la ausencia de co-

localización entre GPC y p97 indicando que no habría interacción entre estas proteínas (coeficiente de 

Pearson= 0.29). Por otro lado el hecho de que no todas las células que expresaban dicho antígeno 

viral hayan mostrado una marcada relocalización de p97, corrobora los resultados observados frente 

a la expresión de N e indicaría que este evento de relocalización correspondería más a un suceso 

tardío que a un evento relacionado con la síntesis de antígenos virales.  

 
 
 
 

Figura 65. Estudio de la expresión de p97 y N. Células Vero fueron no infectadas (control) o  infectadas con JUNV a una MOI 
de 2 ufp/cél. A las 24 hs p.i. las células fueron procesadas para IFI empleando anticuerpos específicos dirigidos contra p97 y 
N. Los preparados fueron  analizados mediante microscopía confocal. Aumento 400X. El zoom corresponde a un aumento de 
cuatro veces de la zona delimitada. 
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Finalmente, se evaluó el efecto del silenciamiento de p97 en la síntesis de antígenos virales 

mediante un ensayo de marca radiactiva. Como se observa en la figura 67 el silenciamiento de p97 no 

tuvo efectos considerables en la incorporación de 35S en la banda correspondiente al antígeno viral, 

en comparación con el silenciamiento de eIF4GI. El efecto del siARNs en la síntesis de p97 fue 

corroborado mediante un ensayo de WB, en el cual se observó una disminución en la banda 

correspondiente a dicho factor de traducción.  Por otro lado, el análisis de N mediante WB corroboró 

que el silenciamiento de p97 no tuvo efectos considerables en la síntesis de antígenos virales, 

confirmando que dicha proteína no cumpliría un rol crucial en la traducción de las proteínas virales. 

 

 

 

Figura 66. Estudio de expresión de p97 y GPC. Células Vero fueron no infectadas (control) o  infectadas con JUNV (JUNV) a 
una MOI de 2 ufp/cél.. A las 24 hs p.i. las células fueron procesadas para IFI empleando anticuerpos específicos dirigidos 
contra p97 y GPC. Los preparados fueron  analizados mediante microscopía confocal. Aumento 400X. El zoom corresponde a 
un aumento de cuatro veces de la zona delimitada 
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Figura 67. Efecto del silenciamiento de p97 en la multiplicación de JUNV.  (a) Células Vero fueron transfectadas 2 veces con 
un siARN dirigido contra p97, eIF4GI o un siARN control y a las 24 hs luego de la segunda transfección las células fueron 
infectadas con JUNV a una MOI de 5 ufp/cél. o no infectadas (control). A las 24 hs p.i. las células fueron ayunadas durante 1 
h con DMEM deficiente en metionina y cisteína e incubadas posteriormente durante 1 h con DMEM en presencia de 
metionina y cisteína marcadas con 

35
S. Las muestras fueron resueltas en geles de Bis-Tris 4-12%  (Nupage). La síntesis de p97, 

eIF4GI y N fue evaluada mediante WB.  
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33..44  CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  PPAARRCCIIAALLEESS  CCAAPPÍÍTTUULLOO  IIIIII  

 

• Tanto eIF4GI como eIF4A son requeridos para la replicación de JUNV, ya que la 

alteración de  los mismos tiene efectos negativos en la multiplicación del virus. 

 

• La infección con JUNV induce una alteración en la localización celular de p97/ NAT1/ 

DAP5 observándose a este factor en los sitios de expresión de N, sin embargo, su inhibición mediante 

siARNs no tiene efectos en la síntesis de las proteínas virales. 

 

• La proteína viral N se encontraría formando complejos con los factores eIF4GI y eIF4A, 

pero no con eIF4E.  
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En el presente trabajo de investigación se estudió la estrategia de reprogramación 

traduccional utilizada por JUNV para lograr la síntesis eficiente de las proteínas virales durante su 

ciclo de multiplicación.  

Al presente los conocimientos acerca de la estrategia de traducción empleada por los 

arenavirus son limitados, siendo los estudios de la regulación negativa del factor eIF4E por la proteína 

viral Z in vitro los más relevantes (Campbell Dwyer y col., 2000; Kentsis y col., 2002). A su vez, la 

Đoŵplejidad del ŵeĐaŶisŵo ͞aŵďiseŶse͟ de ƌepliĐaĐióŶ de estos ǀiƌus,  iŵpoŶe uŶa liŵitaĐióŶ 

sustancial en el estudio de su estrategia traduccional, dado que la separación temporal en la síntesis 

de las proteínas virales podría implicar mecanismos de traducción diferenciales para las mismas. En el 

presente trabajo se realizó un análisis general del mecanismo de inicio de la traducción de las 

proteínas de JUNV, evaluando la intervención del complejo celular eIF4F y del factor eIF2. El análisis 

de la estrategia de traducción fue abordado investigando los dos puntos principales de regulación del 

inicio de dicho mecanismo: la disponibilidad de eIF4E, mediante la modulación de la vía de 

señalización de PI3K/Akt y la fosfoƌilaĐióŶ de la suďuŶidad α del faĐtoƌ eIFϮ, ŵediaŶte la aĐtiǀaĐióŶ de 

quinasas celulares específicas.  Por otro lado, el estudio de la participación de los factores de 

traducción eIF4GI y eIF4A,  que junto con eIF4E, constituyen el complejo eIF4F, permitió obtener un 

cuadro más completo acerca de la posible estrategia traduccional empleada por JUNV.  

El proceso de inicio de la traducción constituye el punto principal de competencia por el 

control de la síntesis proteica entre el virus y su célula hospedadora. En este sentido, el inicio de la 

traducción mediante la regulación del factor de unión al cap, eIF4E, es uno de los blancos explotados 

durante la reprogramación traduccional ejercida por muchos virus (Gale y col., 2000; Bushell y 

Sarnow, 2002). Entre las múltiples características que pueden presentar los mARNs virales, la 

consideración más evidente surge de aquellos que presentan estructuras cap en sus extremos 5´, para 

los cuales es de esperarse que la presencia de esta estructura implique el empleo del factor eIF4E en 

el inicio de la traducción, en este caso, cap-dependiente. Esto se cumple para virus tales como 

adenovirus o HSV-1, cuyas estrategias principales de reprogramación traduccional incluyen la 

hiperfosforilación de 4E-BP mediante la activación de la vía de PI3K/Akt/mTOR, con la consecuente 

activación de la traducción cap-dependiente (Feigenblum y Schneider, 1996; Gingras y Sonenberg, 

1997; Walsh y Mohr, 2004; Kudchodkar y col., 2004; Walsh y col., 2005). En el otro extremo se 

encuentran aquellos virus que poseen estructuras IRES en sus mARNs, los cuales inician la traducción 

en forma independiente de eIF4E, y cuyas estrategias consisten en impedir la traducción cap-

dependiente, tal es el caso de los picornavirus (Hellen y Sarnow, 2001).   

En el caso de los arenavirus, la presencia de estructuras cap en los extremos 5´de los mARNs 

virales (Banerjee y col., 1976) nos llevó a plantear la hipótesis del requerimiento del factor eIF4E para 
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la traducción efectiva de las proteínas virales. Dado que, tal como fue expuesto anteriormente, una 

de las principales estrategias empleadas por los virus que traducen mediante mecanismos cap-

dependientes consiste en la modulación de la vía de PI3K/Akt/mTOR, en una primera aproximación se 

estudió la capacidad de JUNV de modular dicha vía de señalización.  En el marco de este estudio se 

observó la activación de Akt (mediante la aparición de su forma fosforilada en Ser473), mediada por 

PI3K, en las etapas tempranas de la infección. Esta activación fue desencadenada durante la entrada 

del virus a la célula y mostró estar asociada al mecanismo de endocitosis del receptor de Tfr, principal 

receptor empleado por JUNV para entrar a la célula hospedadora (van Dam y col., 2002; Galvez y col., 

2007; Radoshitzky y col., 2007). La activación temprana de PI3K ha sido descripta en la infección de 

diversos virus, tales como influenza, enterovirus y virus Ebola, constituyendo una estrategia viral 

tendiente optimizar la eficiencia de la entrada de estos agentes a la célula hospedadora (Wong y col., 

2005; Ehrhardt y col., 2006; Saeed y col., 2008) Sin embargo, esta vía de señalización no está 

circunscripta a este único evento; en la infección con el virus Vaccinia se ha reportado que la 

activación de PI3K/Akt sería clave en regulación de la traducción viral (Zaborowska y Walsh, 2009).  

De esta manera, la activación temprana de Akt inducida por JUNV, podría además de regular su 

mecanismo de entrada, tener como finalidad la modulación de la traducción cap-dependiente 

mediante la activación del complejo mTOR/raptor. En este sentido, el escaso shutoff inducido por el 

virus durante la infección (Candurra y col., 1990) sugiere la posible modulación del complejo 

mTOR/raptor como estrategia mediante la cual el virus logra la traducción de sus mARNs sin alterar 

sustancialmente la síntesis de las proteínas celulares.  

Los resultados obtenidos mostraron que la inhibición del complejo mTOR/raptor, mediante el 

inhibidor específico rapamicina, no tuvo efectos considerables en la síntesis de antígenos de JUNV, lo 

cual sugeriría que dicho complejo no sería crucial en la replicación del virus. Sin embargo cabe 

destacar, que si bien la rapamicina se propone como un inhibidor de la traducción cap-dependiente 

tanto in vivo como in vitro, se ha reportado que esta inhibición es solo parcial observándose una 

reducida disminución en la síntesis de proteínas celulares (Beretta y col., 1996). En este sentido, 

cuando se evaluó el tratamiento con rapamicina durante la infección con HSV-1, virus que requiere y 

estimula la traducción cap-dependiente, tampoco se observó una alteración en la replicación de este 

virus. Una posible explicación para esta observación se desprende de estudios en los cuales se 

propone que 4E-BP no estaría presente en cantidades suficientes para secuestrar todo el eIF4E celular 

disponible, de modo que si bien el tratamiento con rapamicina inhibe la fosforilación de 4E-BP 

estabilizando su unión a eIF4E, una proporción de este último factor quedaría libre y disponible para 

el inicio de la traducción (Feingenblum y Schneider, 1996; Morley y McKendrick, 1997; Cuesta y col., 

2000). Esto explicaría la falta de inhibición observada frente a HSV-1, sin embargo el hecho de que 
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para este virus se plantee a la fosforilación de eIF4E (Ser209) como evento regulatorio clave de la 

traducción cap-dependiente del virus (Walsh y Mohr, 2004) cuestiona el efecto dominante de la 

inhibición de 4E-BP en el tratamiento con rapamicina. Por otro lado, la ausencia de inhibición de 

rapamicina también ha sido reportada durante la infección con HCMV, aunque en estos estudios se 

propone que la resistencia al tratamiento con esta droga se debería a  una alteración de la afinidad de 

sustrato ejercida sobre el complejo mTOR/rictor. De esta forma, HCMV promueve la fosforilación de 

4E-BP mediante el complejo mTOR/rictor, superando el efecto inhibitorio que la rapamicina ejerce 

sobre el complejo mTOR/raptor, encargado de la regulación de este factor en condiciones normales 

(Kudchodkar y col., 2006).  Finalmente el efecto inhibitorio de esta droga ha sido reportado frente a la 

infección con los retrovirus HIV-1 y HTLV-1, aunque se sugiere que esta inhibición sería ejercida a 

nivel transcripcional más que a nivel traduccional (Rose y Lever, 2001; Roy y col., 2002).   

De esta manera, la complejidad para definir el efecto de la rapamicina en la regulación de 

mTOR/raptor limitó nuestro uso como única herramienta para definir la estrategia traduccional 

empleada por JUNV. Por este motivo, se evaluó el requerimiento de eIF4E mediante un ensayo de 

expresión de un dominante negativo de 4E-BP, el cual mantiene secuestrado al factor eIF4E e impide, 

por lo tanto, el inicio de la traducción cap-dependiente (Burgui y col., 2007). La expresión de este 

dominante negativo afectó la replicación de HSV-1 utilizado como control, mientras que no tuvo 

efectos marcados en la multiplicación de JUNV y VSV. Estos resultados indicarían que a pesar de la 

presencia de estructuras cap en los mARNs virales, la participación de eIF4E, no sería requerida para 

la traducción de las proteínas de JUNV. Actualmente, la lista de virus que presentan una 

independencia del factor eIF4E, a pesar de tener estructuras cap en sus mARNs, está 

incrementándose continuamente, habiendo sido descripta para  adenovirus, flavivirus, bunyavirus y el 

virus influenza (Cuesta y col., 2000; Edgil y col. 2006; Mir y Panganiban, 2008; Burgui y col., 2007). En 

el caso del virus influenza, la traducción de los cap-mARNs virales es llevada a cabo en condiciones en 

las cuales eIF4E es bloqueado experimentalmente mediante distintas estrategias, tales como el 

silenciamiento directo de eIF4E, el empleo de rapamicina y la expresión de un dominante negativo de 

4E-BP. Se propone entonces que la polimerasa viral se uniría a los extremos 5´UTR de los cap-mARNs 

virales con mayor afinidad que eIF4E y promovería la unión de eIF4GI constituyendo de esta manera 

un complejo de inicio de la traducción viral.  Además, la interacción de la proteína viral NS1 con lo 

eIF4GI y PABP (de La Luna y col., 1995; Park y col., 1995; Burgui y col., 2003), cooperaría en la 

formación de estos complejos de inicio de la traducción. Por otro lado, para hantavirus se reportó que 

el complejo de inicio de la traducción es completamente reemplazado por la nucleoproteína viral (N) 

(Mir y Panganiban, 2008). De esta manera, la nucleoproteína de hantavirus es capaz de unirse a la 

estructura cap tanto de los mARNs celulares como virales, sin embargo la presencia en estos últimos 
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de secuencias cortas 5´UTR facilitaría la unión de la nucleoproteína con mayor afinidad. Esto fue 

comprobado mediante ensayos de competencia de traducción in vitro en los cuales la traducción de 

los mARNs virales mediada por N predominó sobre la de los mARNs celulares. En el mismo trabajo se 

comprobó además que la proteína N reemplazaría a la helicasa eIF4A y se uniría establemente al 

complejo de pre-iniciación 43S prescindiendo de la actividad de eIF4GI. Ensayos de 

inmunoprecipitación de N de hantavirus comprobaron la presencia de eIF2 y la ausencia de eIF4E, 

eIF4A y eIF4GI en los complejos inmunoprecipitados (Mir y Panganiban, 2008). 

De acuerdo a estos antecedentes la participación de eIF4GI y eIF4A podría entonces no ser 

necesaria para la traducción de los mARNs de JUNV. Sin embargo, a diferencia de lo reportado para 

hantavirus, el silenciamiento de eIF4GI afectó la replicación de JUNV, sugiriendo la participación de 

dicho factor en la multiplicación del virus. El empleo de la proteasa 2A de poliovirus permitió 

profundizar el estudio acerca de la participación de este factor. La expresión de esta proteasa es una 

herramienta ampliamente utilizada en los estudios de traducción ya que el corte proteolítico en eIF4G 

ocasionado por dicha proteasa tiene como consecuencia la inhibición de la traducción cap-

dependiente (Etchison y Smith, 1990, Ventoso y col., 2001). Este efecto se explica por el hecho de que 

el corte de eIF4G produce la ruptura del factor en una porción amino terminal, que contiene los sitios 

de unión a eIF4E y PABP y otra carboxilo terminal que conserva los sitios de unión a eIF4A y eIF3, 

donde sólo esta última mantiene la capacidad de reclutar la subunidad ribosomal 40S. El producto 

carboxilo terminal es suficiente para promover la traducción mediada por IRES de picornavirus, tal es 

el caso de EMCV (Ziegler y col., 1995; Pestova  y col., 2000). Para JUNV, la expresión de la proteasa 2A 

redujo considerablemente la síntesis de las proteínas virales, indicando que a pesar de la 

independencia del factor eIF4E, la porción carboxilo terminal sola no sería suficiente para dirigir la 

síntesis de las proteínas de JUNV. Este resultado constituye un hallazgo llamativo ya que la necesidad 

de un eIF4GI no clivado sugiere que la presencia de los sitios de unión a eIF4E y/o PABP sería/n 

fundamental/es para la traducción de las proteínas de JUNV. De acuerdo a lo reportado en 

bibliografía, los mARNs de los arenavirus se caracterizan por la ausencia de estructuras poli-A en sus 

extremos 3´ (Meyer y Southern, 1993). Según esta observación la proteína PABP no sería requerida 

para la traducción de los mARNS virales. Sin embargo, es importante destacar que en este trabajo 

sólo se analizaron los mARNs de N y L, los cuales se encuentran codificados en el mismo sentido 

(sentido negativo) en los segmentos genómicos S y L, respectivamente. Esta observación no descarta 

que los mARNs codificados en sentido positivo, correspondientes a las proteínas GPC y Z,  posean 

estructuras poli-A y tengan un mecanismo de traducción alternativo por lo que la ruptura de eIF4GI 

podría tener entonces consecuencias negativas en su traducción, debido a la ausencia del sitio de 

unión de PABP, tal como se propone para el virus influenza (Burgui y col., 2007). Sin embargo, en los 
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experimentos de marcación metabólica es muy probable que la banda que se logra detectar 

corresponda a la proteína N ya que constituye la proteína viral mayoritaria. De esta manera, la 

desaparición de esta banda durante la expresión de la proteasa viral, iría en contra de la hipótesis de 

la participación de PABP ya que el mARN de N no tiene estructura poli-A. Habiendo concluido que el 

requerimiento de PABP, es poco probable y considerando la independencia de eIF4E demostrada en 

este trabajo, una posibilidad que podría explicar los resultados obtenidos mediante este ensayo de la 

proteasa viral sería la unión de otra proteína, distinta a PABP o eIF4E, a la porción amino terminal de 

eIF4GI.   

La estrategia general de codificar factores transactivadores que aseguren una traducción viral 

eficiente no estaría restringida a los virus influenza o hantavirus, los mARNs subgenómicos del virus 

Sindbis, por ejemplo, también son traducidos en ausencia de un eIF4GI funcional (Castelló y col., 

2006), asimismo la expresión de la proteína N del virus Sendai es necesaria para la expresión de un 

gen reportero en un vector viral (Wiegand y col., 2007) y se postula que podría tener un efecto 

positivo en la traducción. De esta manera, la integridad del factor eIF4GI necesaria para la infección 

de JUNV podría reflejar la intervención de una proteína viral que interactúe con este factor. De 

acuerdo a esta hipótesis se evaluó la participación de N como posible factor viral de traducción, 

observándose la presencia de dicha proteína en los complejos inmunoprecipitados contra eIF4GI. En 

este sentido, el requerimiento de este factor por parte del HCMV se asocia con un aumento en la 

síntesis del mismo durante la infección (Walsh y col., 2005). Esto no fue observado para JUNV, ya que 

la síntesis de eIF4GI se mantuvo constante a pesar de la acumulación progresiva de N durante la 

infección. Resultados similares han sido reportados para HSV-1 e influenza (Walsh y Mohr, 2004; 

Burgui y col., 2003). En este último caso se observó la acumulación progresiva de la proteína viral 

NS1, mientras que la síntesis de los factores celulares con los cuales interactúa, eIF4GI y PABP, se 

mantuvo constante. Estos resultados indicarían que los complejos virales serían capaces de competir 

efectivamente con los mARNs celulares por su unión a los ribosomas, sin inducir un aumento en la 

síntesis de los factores celulares de traducción.  Por otro lado, ensayos de microscopía confocal 

corroboraron la interacción de N con eIF4GI, observándose una marcada co-localización con este 

factor en los sitios de expresión de N, mientras que la colocalización con GPC fue despreciable 

confirmando la especificidad de la interacción entre N y eIF4GI y sugieriendo que N estaría 

participando activamente en procesos de traducción. Si bien en este trabajo no pudo comprobarse la 

presencia de la proteína ribosomal P en los sitios de expresión de N, en una primera aproximación se 

observó que durante la infección esta proteína es relocalizada en foci citoplasmáticos discretos en los 

cuales se observa la presencia de eIF4GI. Asumiendo la presencia de N en los complejos de eIF4GI, 

podría inferirse que estos foci de proteína P corresponderían a sitios de traducción virales. Se ha 
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reportado que la proteína viral Z interactuaría con la proteína ribosmal P (Borden y col., 1998), por lo 

cual  la presencia de estos foci citoplasmáticos podrían relacionarse con dicha interacción. Sin 

embargo, se plantea que la interacción de Z con esta proteína ribosomal junto con el secuestro del 

factor eIF4E  sería responsable de la represión traduccional de determinadas proteínas celulares entre 

las cuales encuentran las ciclinas D1 y E.  De hecho tanto la proteína ribosomal P como eIF4E serían 

incorporados en las partículas virales (Campbell Dwyer y col., 2000).  De acuerdo a estas 

observaciones los foci de proteína P podrían corresponder más que a sitios de traducción activa, a 

sitios de represión de determinadas proteínas celulares, en los cuales la presencia de eIF4GI podría 

ser una consecuencia de la interacción de este factor con los mARNs secuestrados.  

Por otro lado, la función represora de Z respecto de eIF4E apoya la hipótesis de un 

mecanismo de traducción independiente de este factor, tal como el que aquí se plantea. Sin embargo, 

dada la disposición genómica de esta proteína y la estrategia de replicación de los arenavirus, tanto la 

expresión de Z como de GPC es llevada a cabo sólo cuando se produce una cantidad suficiente de N 

que le permite a la polimerasa viral sintetizar ARN genómico complementario de longitud completa a 

partir del cual se transcriben los mARNs de GPC y Z. Teniendo en cuenta esta separación temporal 

resulta complejo plantear que la represión de eIF4E mediada por Z  cooperaría con un mecanismo de 

traducción independiente de cap, ya que esta proteína sería una de las últimas en ser sintetizada. Sin 

embargo se ha reportado la presencia del mARNs de Z en el virión, y si bien hasta el momento no se 

ha dilucidado si su presencia se debe a un evento aleatorio, la elevada equivalencia molecular de 

dicho mARN en el virión plantea una posible función específica durante la infección (Salvato y col., 

1992; Salvato y Shimomaye, 1989).  De acuerdo a esta observación, la traducción inicial de los mARNs 

de N, L e incluso del mARN de Z presente en el virión,  podría ser mediada por factor eIF4E o dicho de 

otra manera traducirían en forma cap-dependiente, hasta que los niveles de N sean lo 

suficientemente elevados para competir con dicho factor. En este sentido la traducción de Z, 

cooperaría con la actividad traduccional de N mediante el posterior secuestro de eIF4E. De acuerdo a 

esta teoría la activación temprana de la vía de PI3K/Akt/mTOR, tendría por finalidad favorecer la 

traducción cap-dependiente para lograr una competencia efectiva de los mARNs virales frente a los 

mARNs celulares. Esto explicaría que el efecto inhibitorio de Ly294002 sobre PI3K sea efectivo incluso 

hasta las 3 hs p.i., ya que si solamente actuara a nivel de la entrada del virus a la célula cabría esperar 

que su efecto no se extendiera más allá de los 30-45 min, tiempo en el cual la mayoría de las 

partículas virales ya han sido internalizadas. En el mismo sentido, el tratamiento con rapamicina o la 

expresión del dominante negativo para 4EBP afectaron levemente la replicación de JUNV, mientras 

que en el caso de VSV, virus que muestra una independencia completa de eIF4E, estos tratamientos 

indujeron incluso un leve aumento en la replicación del mismo (Connor and Lyles, 2002). Por otro 
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lado, la idea de una traducción cap-dependiente inicial requerida por JUNV,  implicaría una menor 

eficiencia de traducción en el inicio de la infección, lo cual estaría de acuerdo con un ciclo 

relativamente lento de replicación observado para este virus. En este sentido el mARN de Z presente 

en el virión podría ser clave para favorecer la actividad traduccional de N frente a una traducción cap-

dependiente inicialmente favorecida mediante la activación de mTOR/raptor. La hipótesis de una 

traducción cap-dependiente en etapas tempranas de la infección también ha sido planteada para el 

virus influenza. Para este virus se propone que la traducción inicial se llevaría a cabo sin la 

contribución de factores virales, hasta que la síntesis de la polimerasa viral y NS1 serían lo 

suficientemente elevadas como para formar los complejos virales de traducción independientes de 

eIF4E (Burgui y col., 2007). En el caso de JUNV la hipótesis de una traducción inicial cap-dependiente 

hasta que los niveles de N sean lo suficientemente elevados explicaría también la ausencia de efecto 

de los inhibidores de PI3K en los cultivos persistentemente infectados con este virus. En estos cultivos 

los niveles altos de expresión de N independizarían al virus de su competencia con eIF4E. De acuerdo 

a esta observación podría esperarse que la multiplicación del virus sobreinfectante en los cultivos 

persistentemente infectados se viera favorecida, sin embargo estos cultivos muestran una resistencia 

a la sobreinfección característica (Ellenberg y col., 2002). La presencia de productos truncados, de N 

observados durante la etapa persistente de JUNV (Ellenberg y col., 2004), incapaces de actuar en los 

complejos de traducción virales, podría explicar la ausencia de efecto sobre la traducción del virus 

sobreinfectante. Sin embargo, si bien esta observación justifica la falta de efecto en sobre el virus 

sobreinfectante,  no explica la elevada resistencia a la multiplicación del mismo, lo cual indicaría que 

otro evento más allá de la traducción estaría involucrado en esta resistencia. Por otro lado, a favor del 

posible rol traduccional de N,  resultados preliminares mostraron que la infección aguda de células 

Vero previamente transfectadas con un plásmido de expresión de N, aumentó la replicación de JUNV, 

apoyando la hipótesis de que esta proteína favorecería la síntesis de las proteínas del virus.   

En línea con esta hipótesis de una traducción inicial cap-dependiente es probable que al inicio 

de la infección la mayoría de los factores celulares sean requeridos para la síntesis de las proteínas 

virales, entre estos los factores eIF4A y eIF2, analizados en este trabajo. De acuerdo a esta 

observación el tratamiento con hippuristanol o la expresión del dominante negativo de eIF4A, 

podrían estar afectando esta traducción inicial y no necesariamente responden a si la intervención de 

este factor es necesaria para la formación de los complejos virales de traducción en los cuales se 

encontraría eIF4GI y N. En el caso de hantavirus, el reemplazo de eIF4A por la proteína viral N, 

independiza a este factor de los complejos de traducción virales, no detectándose su presencia en 

ensayos de inmunoprecipitación dirigidos contra la proteína N. Por otro lado, la expresión de N de 

hantavirus revirtió la inhibición del dominante negativo de eIF4A sobre la expresión de un gen 
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reportero en ensayos de traducción in vitro (Mir y Panganiban, 2008). En el caso de JUNV la presencia 

de eIF4A en los complejos inmunoprecipitados contra la proteína N sugiere que la participación del 

mismo sería necesaria para la traducción de los mARN virales. Resultados similares fueron 

recientemente reportados para el virus influenza en los cuales  se demostró que eIF4A no sería 

reemplazado por proteínas virales, comprobándose su intervención tanto in vivo como in vitro para la 

traducción de los mARNs del virus  (Yángüez y col., 2011).    

De acuerdo a estos resultados, una vez avanzada la infección, la proteína N reemplazaría al 

factor eIF4E, mientras que la función helicasa sería llevada a cabo canónicamente por eIF4A y el 

factor eIF4GI mediaría la unión de este probable complejo de traducción viral a la subunidad 

ribosomal 43S mediante su interacción con eIF3. Sin embargo, otra de las funciones importantes 

mediada por eIF4GI es la circularización del mARNs, mediante la unión entre eIF4E y la proteína PABP, 

aumentando de esta manera la eficiencia de traducción (Gale y col., 2000). En el caso de JUNV, la 

ausencia de estructuras poli-A sugiere que este factor no estaría participando en la traducción de los 

mARNs virales, indicando que la circularización de los mismos no sería requerida para la traducción 

de las proteínas virales o bien que sería mediada por un factor aún no identificado. En forma similar a 

JUNV, los mARNs de hantavirus se caracterizan por la presencia de estructuras cap y la ausencia de 

poli-A. Para este virus ha sido reportada la ausencia de interacción entre PABP y la proteína N 

(encargada de mediar la traducción de los mARNs del virus), planteándose que la traducción viral 

procedería en ausencia de la circularización de los mARNs (Mir y Panganiban, 2008). Sin embargo 

para el virus dengue ha sido reportado que, a pesar de la ausencia de poli-A en los mARNs virales, 

PABP se uniría a los extremos 3´UTR de los mismos lo cual permitiría la circularización de los mARNs 

aumentando, de esta manera, la eficiencia de traducción (Polacek y col., 2009). Si bien para JUNV no 

fue analizada la participación de esta proteína, no puede descartarse la posibilidad de que, en forma 

similar a lo reportado para el virus dengue, PABP podría estar participando de la circularización de los 

mARNs de JUNV. De acuerdo a esta hipótesis la reducción en la síntesis de proteínas de JUNV 

observada mediante la expresión de la proteasa de poliovirus, también podría deberse a la alteración 

del sitio de unión a PABP.     

La participación de eIF2 requiere un análisis especial ya que la modulación de este factor 

constituye otro de los principales puntos de regulación de la traducción. En la mayoría de las 

infecciones virales la modulación de este factor consiste en impedir su fosforilación, proceso que la 

célula realiza a través de la proteína quinasa de eIFϮα, PKR, eŶ ƌespuesta al estƌés Ƌue ƌepƌeseŶta la 

multiplicación del virus y que tiene como consecuencia el bloqueo de la traducción,  tal es el caso de 

poliovirus, virus influenza o HIV-1 (Gale y col., 2000).  En el extremo opuesto se encontrarían aquellos 

ǀiƌus Ƌue iŶduĐeŶ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα, Ǉa Ƌue, o ďieŶ iŶiĐiaŶ la tƌaduĐĐióŶ pƌesĐiŶdieŶdo del Met-
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tARNi, tal es el caso del virus de la parálisis del grillo (Wilson y col., 2000) o bien la presencia de 

estructuras de ARN estables cercanas al codón de inicio permiten iniciar una traducción canónica con 

Met-tARNi aún en presencia de p-eIFϮα, tal es el Đaso de los alfaǀiƌus “iŶdďis Ǉ “eŵliki Foƌest 

(Ventoso y col., 2006). EŶ el Đaso de JUNV, eIFϮα se ŵaŶtuǀo hipofosfoƌilado duƌaŶte la iŶfeĐĐióŶ, 

indicando una modulación negativa ejercida sobre la fosforilación del mismo por el virus. Resultados 

similares fueron reportados durante la infección con LCMV, indicando que la regulación de este factor 

sería clave en la biología de los arenavirus (Pasqual y col., 2011). En este sentido, el impedimento de 

la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα oďseƌǀado eŶ las Đélulas iŶfeĐtadas eŶ foƌŵa aguda ĐoŶ JUNV ĐuaŶdo soŶ 

tratadas con arsenito de sodio, demuestra la necesidad de mantener a dicho factor activo durante la 

infección. Este proceso involucraría la expresión de las proteínas virales N y GPC. Sin embargo, 

llaŵatiǀaŵeŶte la fosfoƌilaĐióŶ de  eIFϮα Ŷo logƌa seƌ ďloƋueada poƌ JUNV fƌeŶte al estƌés de RE, eŶ 

forma similar a lo reportado para LCMV (Pasqual y col., 2011), sugiriendo que la modulación ejercida 

por los arenavirus sería específica sobre la respuesta a estrés oxidativo. Sin embargo, no es posible 

descartar la modulación sobre otro tipo de respuesta a estrés, no evaluada en este trabajo. La 

modulación específica de la respuesta a estrés oxidativo inducida por arsenito de sodio también ha 

sido reportada para los flavivirus dengue y West Nile (Emara y Brinton, 2007). La identidad de la 

proteína quinasa activada en respuesta al arsenito de sodio en células de mamíferos es controversial, 

algunos trabajos postulan que dicha quinasa sería HRI (quinasa regulada por el grupo hemo) mientras 

que otros sostienen que sería PKR (García y col., 2006, McEwen y col., 2005). Dada la importancia 

biológica de cada una de estas quinasas resulta difícil comprender la finalidad de la modulación de 

HRI durante una infección viral, siendo más afín a una infección producida por un virus la modulación 

de PKR. Independientemente de la quinasa activada durante el estrés inducido por arsenito de sodio, 

los resultados obtenidos demostraron que la modulación ejercida por JUNV, sería upstream de  eIF2, 

dado que si el blanco de inhibición del virus fuera este factor, tanto el estrés oxidativo como el estrés 

de RE, deberían haber sido afectados por el virus. La modulación de este factor ha sido  reportada 

para el virus influenza el cual regularía la respuesta global de estrés mediante la activación de la 

proteína fosfatasa PPϭα la Đual mantiene a eIF2 hipofosforilado (He y col., 1997).   

Otra de las consecuencias de la respuesta celular al estrés, además de la fosforilación de 

eIFϮα, es la foƌŵaĐióŶ de “Gs lo Đual ƌesulta poteŶĐialŵeŶte peƌjudiĐial paƌa aƋuellos ǀiƌus Ƌue 

requieran alguno de los factores que son secuestrados en estas estructuras. En el caso de la infección 

ĐoŶ JUNV la pƌeseŶĐia de eIFϮα hipofosfoƌilado se ĐoƌƌespoŶdió ĐoŶ la auseŶĐia de “Gs deteĐtados 

durante la infección. Resultados similares han sido reportados durante la infección con el virus 

Dengue y West Nile, en ambos casos el impedimento en la formación de SGs se debería a la 

relocalización de la proteína TIAR hacia los sitios de replicación viral  junto con un impedimento en la 
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fosforilación de eIFϮα (Emara y Brinton, 2007). Por otro lado, rotavirus constituye un claro ejemplo 

del efecto perjudicial de la formación de SGs en multiplicación viral ya que durante la infección con 

este ǀiƌus a pesaƌ de iŶduĐiƌse la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα, se iŵpide la foƌŵación de SGs mediante la 

relocalización de la proteína PABP (Montero y col., 2007). En el caso de la infección con JUNV, no se 

observó la relocalización de PABP ni de TIA-1, por lo cual es muy probable que este mecanismo no sea 

el responsable del impedimento en la formación de SGs. Sin embargo la relocalización de eIF4A o bien 

el requerimiento de eIF4GI observada durante la infección podrían explicar la resistencia a la 

formación de estas estructuras frente al distintos estímulos de estrés. En todos los casos el pre-

tratamiento de las células con inductores de estrés que inducen la formación de SGs en forma 

depeŶdieŶte o iŶdepeŶdieŶte de la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα, ƌesultó peƌjudiĐial paƌa JUNV. Estos 

resultados sugieren que la respuesta celular de estrés podría resultar perjudicial para JUNV tanto por 

el bloqueo del factor eIF2 como por el secuestro de los factores de inicio de la traducción, entre 

estos: eIF4E, eIF4A y eIF4GI, los cuales serían requeridos para la traducción de las proteínas virales. A 

su vez, el hecho de que los cultivos persistentemente infectados con JUNV no modulen la formación 

de SGs sugiere un mecanismo de regulación diferencial de la respuesta a estrés celular en la infección 

aguda y persistente.  Los cultivos persistentes, en los cuales la dinámica de los SGs y PBs se 

encontraría  inalterada, no fueron capaces de impedir la formación de SGs frente al tratamiento con 

distintos inductores. En el caso de la infección aguda la resistencia al estrés oxidativo fue mediada por 

la expresión de N y GPC. La ausencia de expresión de GPC, y la presencia de productos truncados de N 

que competirían con la N completa, podría explicar en parte por qué estos cultivos no son capaces de 

modular esta respuesta de estrés. En este sentido la resistencia a la multiplicación del virus 

sobreinfectante corrobora el requerimiento de la síntesis de N o GPC en la modulación de la 

respuesta a estrés. 

Finalmente, un resultado llamativo observado en este trabajo fue la relocalización del factor 

de traducción p97/NAT1/DAP5 durante la infección con JUNV. Este factor presenta moderada 

homología de secuencia con eIF4GI y se caracteriza por la ausencia de los dominios de unión a eIF4E y 

PABP, y la presencia de los dominios de unión a eIF4A y eIF3, por lo cual se sugirió en principio que 

p97 podría actuar como un inhibidor de la traducción global mediante el secuestro de eIF4A y eIF3 en 

complejos inactivos. Los ensayos de microscopía confocal realizados durante la infección con JUNV 

mostraron la relocalización de este factor en los sitios de expresión de la proteína N, sugiriendo la 

presencia del mismo en los complejos de traducción virales.  A pesar de la homología de p97 con el 

factor eIF4GI, su función es controversial y ha sido reportado que la sobreexpresión de p97 reduciría 

tanto la traducción cap-dependiente como la traducción IRES dependiente de EMCV (Imataka y col., 

1997; Yamanaka y col., 1997). Sin embargo, dado que IF3 y eIF4A se encontrarían en exceso respecto 
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de eIF4GI,  en condiciones endógenas es poco probable que p97 compita con eIF4GI por estos 

factores (Duncan y Hershey, 1983; Mengod y Trachsel, 1985). De acuerdo con esta observación, se 

reportó que p97 es expresada abundantemente en células en proliferación activa y su silenciamiento 

incrementaría los niveles de proteínas inhibitorias del ciclo celular (Lee y McCormick, 2006). A su vez, 

p97 también ha sido implicada en el mecanismo de muerte celular programada desencadenada por la 

activación de receptores Fas o por p53, en este caso se ha reportado el clivaje de p97 en un 

fragmento denominado p86, cuya actividad induce la traducción preferencial de mARNs celulares que 

continenen IRES tales como XIAP, Apaf-1, HIAP2 y el mismo p97 (Henis-Korenblit y col., 2002; Nevins y 

col., 2003; Warnakulasuriyarachchi y col., 2004). En el caso de JUNV, el silenciamiento de p97 no tuvo 

efectos significativos en la traducción de sus proteínas, indicando que su presencia en los complejos 

de traducción no estaría directamente relacionada con la síntesis de las proteínas virales. En este 

sentido, pudo observarse que no todas las células infectadas presentaron a p97 relocalizada, 

apoyando el hecho de que participación no sería clave en la traducción viral. De acuerdo a las 

funciones reportadas para p97 su presencia en los complejos traduccionales de JUNV podría 

explicarse desde diferentes ángulos. Dada la estrecha relación entre p97 y p53, una posible causa que 

explicaría su presencia en los sitios de traducción de JUNV, sería la traducción de proteínas pro-

apoptóticas, desencadenada mediante la activación de p53, factor que mostró ser activado durante la 

infección con JUNV (Fernandez Bell Fano, comunicación personal). La concentración de factores de 

inicio de la traducción en los complejos de traducción viral (donde se encuentra N), podría ser la 

causa de la presencia de p97,  ya que ambas proteínas requerirían de los mismos factores, eIF4A y 

eIF3, mientras que prescindirían de eIF4E. De acuerdo a esta teoría la presencia de p97 se debería al 

requerimiento de factores de inicio de la traducción y su función sería pro-apoptótica. Otra posible 

hipótesis surge del hecho de considerar que la apoptosis inducida por JUNV es poco marcada. De 

acuerdo a esta observación la presencia de p97 en los sitios de expresión de N tendría una función 

opuesta a la planteada anteriormente, en la cual el secuestro mediado por un factor viral, 

probablemente N, tendría fines anti-apoptóticos, retrasando de esta manera la muerte celular del 

cultivo infectado. Sin embargo, es importante destacar que el secuestro de p97 mediado por N solo 

sería posible si se comprobara la interacción directa de N con eIF4GI, en la región de homología con 

p97.  

De acuerdo a los principales resultados obtenidos en el presente trabajo se plantea el 

siguiente modelo de reprogramación traduccional utilizado por JUNV para llevar a cabo la síntesis de 

sus proteínas virales durante la infección aguda (Figura 68):  
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I- JUNV activa la vía de PI3K/Akt durante su entrada a la célula hospedadora.  

La activación de PI3K/Akt es mediada por la unión del virus al receptor de Tfr y es necesaria para el 

reciclaje rápido de dicho receptor.  Luego del desnudamiento se transcriben los mARNs de N y L 

mediante la ARN polimerasa dependiente de ARN a partir del ARN genómico. 

II- La activación de mTOR/raptor, mediada por Akt,  favorecería la traducción cap-

dependiente en las primeras etapas de la infección.  

La activación de mTOR/raptor fosforila a 4EBP, liberando a eIF4E y promoviendo por tanto la 

traducción cap-dependiente.   

III- ͞TraduĐĐióŶ teŵpraŶa͟: traduĐĐión de N y L.  

Los mARNs de N y L serían traducidos en las etapas iniciales mediante la unión de eIF4E a las 

estructuras cap.  Los factores eIF4A, eIF4GI y eIF2 participarían de en dicho mecanismo de traducción.  

La participación de una proteína celular o viral desconocida (X) podría participar en la circularización 

de los mARN virales no poliadenilados mediante su interacción con los extremos 3´UTRs.  Cuando los 

niveles de N son suficientemente elevados, dicha proteína competiría y reemplazaría a eIF4E 

aumentando la eficiencia de la traducción viral. La proteína Z traducida a partir del mARN presente en 

el virión sería inicialmente traducida como los mARNs de N y L, mediante un mecanismo cap-

dependiente, cooperarando posteriormente con la actividad de N mediante el secuestro de eIF4E.  

La síntesis de N permite que la polimerasa sintetice la hebra de ARN antigénomico de longitud 

completa (replicación) a partir del cual se transcirben los mARNs de GPC y Z. 

IV- IŶhiďiĐióŶ de la fosforilaĐióŶ de eIF2α y la forŵaĐión de SGs. 

 N iŶhiďe la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα ĐoŶ el ĐoŶseĐueŶte iŵpediŵeŶto eŶ la foƌŵaĐióŶ de “Gs. La 

fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα podƌía seƌ deseŶĐadeŶada poƌ el ARNdĐ oƌigiŶado a paƌtiƌ de la ƌepliĐaĐióŶ ;lo 

cual activaría a PKR) e inhibiría la traducción global de las proteínas. La formación de SGs reduciría la 

disponibilidad de los factores eIF4A y eIF4GI necesarios para la traducción de los mARNs virales.  

V- ͞TraduĐĐióŶ tardía͟: traduĐĐióŶ de GPC y Z.  

Los mARNs de GPC y Z serían traducidos en forma independiente de eIF4E, mediante la participación 

de N, eIF4A, eIF4GI y eIF2.  GPC cooperaría con N para impediƌ la fosfoƌilaĐióŶ de eIFϮα Ǉ evitar así la 

formación de SGs. Z secuestraría a eIF4E cooperando con la actividad traduccional de N. La presencia 

de p97 en los sitios de expresión de N no se debería a su participación en la traducción de los mARNs 

virales, sino a su función relacionada con el mecanismo de apoptosis.  
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Figura 68. Modelo de reprogramación taduccional de inducido por JUNV durante la infección aguda. Líneas punteadas 
funciones propuestas para las proteínas virales en este trabajo. (¿?)= propuesto no comprobado.       = inhibición.   
     = activación. ARN g = ARN genómico. ARN ag= ARN antigenómico. S= segmento genómico small. ARN dc= ARN doble 
cadena. 
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