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Estudio de las etapas tempranas del ciclo de replicación del virus Junín 

 

El virus Junín (JUNV), agente etiológico de la fiebre hemorrágica argentina, 

es un miembro de la familia Arenaviridae. Es un virus envuelto de genoma ARN 

segmentado cuyo ciclo de replicación ha sido caracterizado en varios aspectos. 

La entrada a las células blanco se realiza vía endocitosis mediada por receptor y 

posterior fusión dependiente de pH. Una vez que la nucleocápside se encuentra 

dentro del citoplasma se expresan 5 proteínas estructurales, mediante una 

estrategia de codificación ambisentido. La proteína mayoritaria asociada a la 

nucleocápside es denominada NP. A partir de un único precursor glicoproteico 

(GPC), se obtienen dos glicoproteínas virales denominadas GP1 y GP2 y el 

péptido señal (SP). Estos conforman las estructuras claviformes encontradas en la 

envoltura viral. Se desconocen hasta el momento los mecanismos detallados y las 

estructuras celulares involucradas en los eventos tempranos del ciclo de 

replicación viral.  

En este trabajo se estudiaron aspectos de la interacción virus-célula 

huésped, caracterizando el rol de distintas proteínas celulares en los eventos 

tempranos del ciclo de multiplicación del JUNV. En primer lugar se analizó la vía 

de entrada utilizada por el JUNV para ser endocitado en las células, así como 

también se estudiaron las proteínas celulares esenciales para este proceso. Con 

este fin se utilizaron plásmidos que expresan proteínas dominantes negativas, 

encontrándose que es esencial la Eps-15 y dinamina en el proceso de endocitosis, 

mientras que las proteínas Rab5  y Rab7 juegan un rol esencial en el paso posterior 

a la internalización y previo a la fusión. Luego se estudio la interacción del virus 

con las principales redes del citoesqueleto: los microfilamentos y los microtúbulos. 

Se utilizaron compuestos capaces de despolimerizar o estabilizar específicamente 

cada una de estas redes. La internalización del virus disminuyó de manera dosis-

dependiente en presencia de compuestos que alteraban la integridad de los 

microfilamentos o estabilizaban los microtúbulos. 

El tropismo de los virus está regulado por la interacción entre factores 

celulares y virales durante la transmisión, diseminación y replicación en el 

huésped. La unión del virus a receptores de superficie específicos determina la 
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susceptibilidad de las células a ser infectadas. La entrada y diseminación de 

diferentes familias virales puede ser mediada por lectinas de tipo C, como DC-sign 

o L-sign. Por este motivo se estudió si estas actúan en la infección con el JUNV. 

Para esto se utilizaron células relativamente no permisivas a la infección por JUNV 

como las células CHO, las cuales al expresar transientemente las lectinas DC-sign 

o L-sign fueron infectadas por el JUNV de forma altamente eficiente. Fue 

demostrado que las células 3T3, que en su forma salvaje no permiten la infección 

del JUNV, se vuelven permisivas al mismo al expresar de forma estable estas 

lectinas, y esta interacción es específica lo cual fue demostrado al bloquear la 

infección con anticuerpos específicos contra las lectinas o el compuesto mannan. 

Actualmente no hay tratamiento para las fiebres hemorrágicas, por lo que existe 

una necesidad crítica de desarrollar terapias efectivas para tratar los brotes 

anuales y contrarrestar su potencial uso como armas biológicas. Todos los virus 

causantes de fiebres hemorrágicas infectan preferencialmente monocitos, 

macrófagos y células dendríticas durante las etapas tempranas de la 

enfermedad. Es por este motivo que estas células representan un blanco 

potencial en el tratamiento de las fiebres hemorrágicas.  

 

 

Palabras claves 

Virus Junín, endocitosis, clatrina, citoesqueleto, lectinas. 
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Characterization of early steps of Junin virus replication cycle 

 

Junín virus (JUNV), the etiological agent of argentine hemorrhagic fever, is a 

member of the Arenaviridae family. The viral cycle multiplication of this RNA virus 

has been characterized in different aspects. The entrance in the target cells is 

performed by receptor-mediated endocytosis following pH dependant fusion step. 

Once the nucleocapsids are within the cytoplasm the ambisense strategy allows 

expression of five structural proteins. The major nucleocapsid associated protein is 

named NP. As a result of the glycoprotein precursor synthesis and after its 

maturation, two glycoproteins and a signal peptide are obtained. These 

components, named GP1, GP2 and SP, form the claviform structures found in the 

viral envelope. At this moment, the detailed mechanisms and cellular structures 

involved in the early steps of the virus replication cycle are not known although.  

In this work the interaction between virus and host cells was studied, 

characterizing the role of cellular proteins in early events of virus replication cycle. 

It was first evaluated the way of entry used by JUNV to entry host cells and the 

proteins involved in this process. With this end, plasmids that express dominant 

negative mutants were used, demonstrating that EPS-15 and dynamin were key 

proteins in this step, while Rab5 and Rab7 were essential in a step after entry prior 

to fusion. Then the interaction between JUNV and the main components of the 

cytoskeleton was evaluated. Compounds that specifically disrupt or stabilized 

microfilaments or microtubules were used. Virus entry was extremely reduced in a 

dose dependent way in the presence of compounds that depolimerized 

microfilaments or stabilized microtubules.  

Target cell tropism of enveloped viruses is regulated by interactions 

between viral and cellular factors during transmission, dissemination, and 

replication within the host. Binding of viral envelope glycoproteins to specific cell-

surface receptors determines susceptibility to viral entry. The entry and 

dissemination of viruses in several families can be mediated by C-type lectins such 

as DC-sign and L-sign. Results from transduction with JUNV pseudovirus show that 

infection of relatively non-permissive CHO cells was markedly enhanced when we 

over expressed DC-sign or L-sign. Experiments using non-permissive mouse 3T3 cells 
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showed that they become permissive to JUNV pseudovirus transduction when they 

stable express DC-sign, or its homologue L-sign, and that transduction of 3T3 stable 

expressing DC-sign or L-sign is blocked by anti–DC-sign and/or L-sign antibodies 

and mannan. Therefore hDC- and hL-sign can act as a novel attachment factors 

that mediate entry of JUNV. To the date there is no treatment for hemorrhagic 

fevers, so there is an important requirement to develop specific therapies against 

annual outbreaks and reduce its potential use as a bioterrorism agent. All 

hemorrhagic fever viruses infect preferentially monocytes, macrophages and 

dendritic cells during early stages of the disease. For this reason these cells 

represent a potential target in the treatment of hemorrhagic fevers.  

 

Palabras claves 

Junin virus, endocytosis, clathrin, cytoskeleton, lectins. 
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I- LA FAMILIA: LOS ARENAVIRUS 

 

La habilidad de los virus para insertar su genoma y proteínas dentro de la 

célula huésped, así como el subsecuente uso de la maquinaria metabólica de la 

misma, es esencial para su ciclo de replicación. A pesar de esta característica en 

común, son diversos en estructura, genética y estrategias de replicación, lo que 

da origen a distintos tipos de interacciones virus-huésped. Es por esto que son 

herramientas muy útiles para investigar fenómenos biológicos, bioquímicos y 

celulares en general, además de ser ampliamente estudiados por causar 

enfermedades graves, tanto en humanos como en animales y plantas. 

Actualmente, los arenavirus son de particular interés dado el uso potencial de los 

miembros causantes de fiebres hemorrágicas de la familia, como agentes de 

bioterrorismo, categorizados como patógenos prioritarios A por el CDC (Centro de 

Control de Enfermedades, Atlanta, USA). 

La familia Arenaviridae fue establecida en el año 1970 y está constituida 

por un grupo de virus envueltos con genoma de ARN segmentado. Hasta el 

momento la familia consta de 23 especies reconocidas por el “International 

Committee on Taxonomy of Virus” (tabla I) y 8 nuevas especies tentativas aún no 

incluidas en la familia (tabla II). El primer miembro de la familia fue descripto en el 

año 1925, aunque en ese momento se desconocía cuál era el causante de la 

infección humana, definida clínicamente como meningitis aséptica aguda. La 

sintomatología de la enfermedad está caracterizada por un aumento de 

linfocitos en el fluido cerebroespinal libre de bacterias. Recién 10 años después se 

denominó a la enfermedad coriomeningitis linfocitaria y a su agente etiológico: 

virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV) (Amstrong y col., 1934; Traub y col., 

1935).  
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 Especie Reservorio Natural Región 

 

 

Viejo Mundo 

Ippy virus Arvicanthis sp. Africa Central 

Lassa virus Mástomys sp. Africa Oriental 

LCM virus Mus musculus Europa y América 

Mobala virus Praomys sp. Africa Central 

Mopeia virus Mástomys natalensis Mozambique, 

Zimbabwe 

    

 

 

 

 

 

 

Nuevo Mundo 

Amapari virus Oryzomys capito 

Neacomys guianae 

Brasil 

Flexal virus Oryzomys sp. Brasil 

Guanarito virus Zygodontomys 

brevicauda 

Venezuela 

Junín virus Calomys musculinus Argentina 

Latino virus Calomys callosus Bolivia 

Machupo virus Calomys callosus Bolivia 

Paraná virus Oryzomys buccinatus Paraguay 

Pichinde virus Oryzomys albigularis Colombia 

Pirital virus Sigmodon alstoni Venezuela 

Oliveros virus Bolomis obscurus Argentina 

Sabiá virus Desconocido Brasil 

Tacaribe virus Artibeus sp. Trinidad 

Tamiami virus Sigmodon hispidus Florida, EEUU 

Whitewater Arroyo 

virus 

Neotoma albigula Nuevo Mexico, EEUU 

Pampa virus Bolomis obscurus Argentina 

Allpahuayo virus Oecomys bicolor, 
Oecomys paricola 

Perú 

Bear Canyon virus Peromyscus 

californicus 

EEUU 

Cupixi virus Oryzomys 

megacephalus  

Brasil 

Tabla I.  Arenavirus del Viejo y Nuevo Mundo, su respectivo huésped y área de incidencia 

http://www.uniprot.org/taxonomy/89099
http://www.uniprot.org/taxonomy/89099
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En 1956 en Trinidad y en 1958 en Argentina, se aislaron de 2 nuevos agentes 

infecciosos. El primero de ellos fue llamado virus Tacaribe (Downs y col., 1963), 

mientras que el patógeno encontrado en Argentina fue llamado virus Junín 

(Parodi y col., 1958). LCMV, descubierto en 1933, aún no había sido incluido en 

ninguna familia, y fue incluido en 1963 en la misma familia que estos dos nuevos 

patógenos. Inicialmente parecía no haber motivo para que estos estuvieran 

relacionados, pero al realizar estudios serológicos ambos virus mostraron 

características comunes (Mettler y col., 1963). Es así que rápidamente 

comenzaron a incluirse en este grupo otros virus de similares características, 

surgiendo así el grupo llamado Complejo Tacaribe (Johnson y col., 1973). Los 

estudios morfológicos junto con los serológicos entre estos virus y el inicialmente 

descripto LCMV llevaron al establecimiento de una nueva familia: Arenaviridae y 

en esta familia fue incluido en el 1970 el virus Lassa, causante de fiebre 

hemorrágica en África (Speir y col., 1970).  

En el año 1969 Bergold y col. mostraron por primera vez un arenavirus en el 

microscopio electrónico: observaron partículas pleomórficas con espículas 

proyectadas hacia el exterior que poseían gránulos electro-densos en su interior 

(Figura 1). Es por esta última característica, debida a la incorporación de 

ribosomas en los viriones, que se los nombró “arenavirus”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Microfotografía electrónica de partículas virales perteneciente a la familia 
Arenaviridae 
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Todos los virus de esta familia se encuentran antigénicamente relacionados 

(Wulff y col., 1977; Buchmeier y col., 1981) y geográficamente clasificados. Según 

su origen se dividen en dos grandes grupos: los del Viejo Mundo y los del Nuevo 

Mundo (Tabla I).  

 

Especie Región Posible huésped Especie más 

cercana 

Kodoko Guinea Nannomys minutoides LCMV 

Morogoro Tanzania Mastomys sp. MOPV 

Dandenong Australia Desconocido LCMV 

Pinhal Brasil Calomys tener OLVV 

Catarina USA Neotoma micropus WWAV 

Skinner Tank USA Neotoma Mexicana WWAV 

Chapare Bolivia Desconocido SABV 

Merino Walk South Africa Myotomys unisulcatus LASV 

 

 

Su distribución mundial se muestra en la Figura 2 (Clegg y col., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Distribución geográfica de los principales miembros de la familia Arenaviridae. 

Tabla II.  Nuevos Arenavirus aun no incluidos en la familia Arenaviridae 
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Todos sus miembros con excepción del virus Tacaribe utilizan a los roedores 

como reservorios naturales, infectándolos crónicamente. Al analizar estos 

patógenos se determinaron dos grupos por fijación de complemento e 

inmunofluorescencia y fueron denominados Complejos del Viejo Mundo o 

Complejo del Nuevo Mundo (Howard y col., 1993). Como se muestra en la Tabla I 

dentro del primer grupo se encuentra el LCMV, especie prototipo de la familia y 

de distribución universal, junto con otros virus aislados de África. Dentro del 

Complejo del Nuevo Mundo, anteriormente llamado Complejo Tacaribe, se 

encuentran todos los virus americanos descriptos hasta el momento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Relación filogenética entre los arenavirus. Los cuadros sombreados indican las 
especies causantes de fiebres hemorrágicas en humanos. 
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El análisis exhaustivo del segmento S del ARN genómico permitió establecer 

relaciones filogenéticas entre los arenavirus (Bowen y col., 1996). Estudios 

comparativos de secuencias parciales de la nucleoproteína de distintos 

arenavirus confirmó la clasificación en los dos grupos anteriormente 

mencionados. Por otro lado permitió establecer tres linajes distintos dentro del 

Complejo Nuevo Mundo. El árbol filogenético resultante y los linajes A, B y C se 

muestran en la figura 3. 

Varios miembros de la familia arenaviridae son causantes de fiebres 

hemorrágicas en humanos. En el grupo del Viejo Mundo solo el virus Lassa es 

responsable de este tipo de enfermedad, mientras que en el Nuevo Mundo 

cuatro especies dentro de las reconocidas por el “International Committee on 

Taxonomy of Virus” producen fiebre hemorrágica en humanos y todas se 

encuentran dentro del linaje B. Evolutivamente este hecho podría indicar que el 

fenotipo hemorrágico surgió al menos por dos vías independientes en esta familia. 

Sin embargo, y debido a que aún se desconocen los mecanismos moleculares 

por los cuales estos virus producen una patología hemorrágica en humanos, no 

puede descartarse completamente el hecho de que algún otro miembro de la 

familia posea esta capacidad aún no elucidada. 

 

 II. FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA  

 

El estudio de las fiebres hemorrágicas ha sido de gran interés en las últimas 

décadas, sin embargo se sabe muy poco acerca de la patogenia producida por 

los arenavirus. El virus ingresa al organismo por inhalación y en la mayoría de los 

casos se deposita en los bronquiolos. Al alcanzar el sistema linfático se esparce 

sistémicamente sin dejar un foco neumónico aparente (Kenyon y col., 1992). 

Estudios realizados en cobayos infectados con una variante de Pichinde 

mostraron la activación de moléculas mediadoras de shock tales como 

leucotrienos y endorfinas (Peters y col., 1997). Estas sustancias aumentaron en 

respuesta a los altos valores de TNF-ǂ encontrados en dichos cobayos (Aronson y 

col., 1995). 
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El sangrado profuso, visto a menudo en la patología hemorrágica, es 

presumiblemente consecuencia del daño vascular ocasionado por el aumento 

de citoquinas y virus combinado con una marcada trombocitopenia (Molinas y 

col., 1989; Heller y col., 1995). La severidad del cuadro, por otro lado, varía de 

paciente en paciente involucrando factores del huésped aún no conocidos en la 

recuperación de la enfermedad.  

La fiebre hemorrágica argentina (FHA), localmente denominada mal de los 

rastrojos o mal de O'Higgins, es una fiebre hemorrágica viral zoonótica, que 

afecta el área central de la Pampa húmeda. La zona endémica de la FHA cubre 

aproximadamente 150.000 km², comprometiendo las provincias de Buenos Aires, 

Córdoba, Santa Fe y de La Pampa (Figura 4), con una población estimada en 

riesgo de 5 millones, compuesta principalmente por trabajadores rurales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Localización del área endémica para el virus Junín en la República Argentina 
(Ambrosio y col., 2006). 

 

 

Existen alrededor de un total de 30.000 casos notificados (Ambrosio y col., 

2006). El pequeño roedor conocido localmente como ratón maicero, sufre 

infección crónica asintomática, y disemina el virus a través de su saliva, orina y 
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sangre. La infección al humano se produce a través de contacto con la piel (con 

excoriaciones), en mucosas (ojos) o inhalación de partículas portando el virus. Es 

principalmente propensa a la infección la población que reside, visita, o trabaja 

en el medio rural: el 80 % de los infectados son hombres entre 15 y 60 años.  

La FHA es una gravísima enfermedad aguda que comienza como una 

gripe vulgar y  termina progresando hasta el deceso en 1 a 2 semanas en el 30% 

de los casos de pacientes infectados y sin tratar, o su recuperación si es tratada a 

tiempo con plasma sanguíneo de convaleciente. El tiempo de incubación del 

virus es entre 10 a 12 días, apareciendo luego los primeros síntomas inespecíficos: 

fiebre, dolor de cabeza, debilidad, desgano, dolores articulares y oculares y/o 

pérdida de apetito. Al contrario de una gripe donde el paciente mejora al quinto 

día, en la FHA se intensifican los síntomas en menos de una semana, forzando al 

paciente a acostarse, produciéndose síntomas cada vez más fuertes de 

alteraciones vasculares, renales, hematológicas y neurológicas. Este estadío no 

dura más de 20 días. Los estudios patológicos de casos fatales muestran que la 

mayoría de las lesiones consisten en una vasocongestión generalizada con 

múltiples hemorragias en diferentes órganos. La ruptura de capilares es la 

responsable de las hemorragias observadas, produciendo el colapso del sistema 

vascular y el consiguiente shock hipotenso. Aunque la replicación viral en el tejido 

vascular no ha sido demostrada hasta el momento, se ha encontrado que 

principalmente linfocitos y monocitos de sangre periférica constituyen el sitio 

primario de replicación del virus (Ambrosio y col., 1986). Alternativamente en 

algunos pacientes la respuesta inmune resulta muy efectiva en la eliminación del 

virus, cursando la enfermedad con los síntomas más leves.  

 

III- TRATAMIENTO Y PREVENCION DE LA FHA 

 

Las zoonosis, enfermedades transmitidas entre animales y hombres, son de 

gran importancia en la salud pública, debido a que algunas de ellas han sido 

responsables de importantes epidemias. En el caso de la FHA, la epidemia más 

importante ha ocurrido en el año 1964, cuando se registraron aproximadamente 

3.500 casos.  
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Ensayos realizados en modelos animales han demostrado que la 

administración de anticuerpos de origen humano es suficiente para proteger 

monos contra el MACV (Eddy, 1975). El resultado de esta investigación sugirió el 

posible uso de esta terapia en pacientes humanos con FHA. La eficacia de este 

tratamiento se relaciona directamente con el título de anticuerpos neutralizantes 

en el plasma suministrado al paciente. La aplicación de este tratamiento durante 

los primeros 8 días de la infección neutraliza la viremia, disminuye las alteraciones 

fisiológicas y reduce la incidencia de las enfermedades oportunistas, 

disminuyendo la tasa de mortalidad al 1-2% de los pacientes afectados (Maiztegui 

y col., 1998). 

Con respecto a la prevención de la FHA, se ha desarrollado una vacuna a 

virus vivo llamada Candid #1 (candidate 1) la cual presenta un alto grado de 

atenuación de la virulencia (Barrera-Oro y Eddy, 1982;). A fines de lo década del 

70 un programa de colaboración entre el gobierno argentino, la Organización 

Panamericana de la Salud y organismos de los Estados Unidos condujo a la 

elaboración de dicha vacuna, que fue aprobada por la Federal Drug 

Administration. La cepa Candid #1, derivada de la cepa XJ #44, mostró una 

virulencia significativamente menor sobre cobayos que otras cepas atenuadas de 

JUNV (Barrera Oro y col., 1991). En el año 1988 comenzaron las fases de estudios 

clínicos en humanos con voluntarios tanto en Argentina como en los Estados 

Unidos. La vacuna mostró una eficacia del 95% en la protección contra la FHA. 

Además en el 90% de los voluntarios se registraron anticuerpos neutralizantes 

hasta 10 años luego de su vacunación (Maiztegui y col., 1998). 

 A pesar de las contraindicaciones para la administración de vacunas a 

virus vivo, especialmente las relacionadas con el alto riesgo que representa la 

replicación del virus dentro del huésped, Candid #1 mostró ser segura, altamente 

inmunogénica y efectiva para la prevención de FHA aplicada en pacientes en 

zonas geográficamente limitadas y de alto riesgo para esta enfermedad. Por otro 

lado, estudios realizados en cobayos y monos rhesus sugieren su utilización para la 

prevención de la fiebre hemorrágica boliviana producida por el virus Machupo 

(Barrera Oro y col., 1982 y 1988; Lupton y col., 1988, Jarhling y col., 1988). 
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La caracterización molecular de Candid #1 se realizó secuenciando el 

segmento S del ARN genómico. Estudios comparativos de la secuencia del 

precursor glicoproteico de esta cepa y sus cepas parentales muestran dos 

cambios aminoacídicos localizados en el extremo amino terminal. Estos estudios 

sugieren una participación de la glicoproteína en el desarrollo del fenotipo 

atenuado de virulencia. Otros estudios sugieren que una disminución en la 

expresión de la NP podría relacionarse con la atenuación (Albariño y col., 1997; 

Ghiringhelli y col., 1997). 

 La  única droga antiviral conocida actualmente en uso para los arenavirus 

es la ribavirina. La ribavirina (1-β-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida) es un 

análogo de guanosina (Figura 5) que mostró inhibición contra los arenavirus, tanto 

in vitro como en modelos animales (Weissenbacher y col., 1986). Este es un 

compuesto de amplio espectro de acción con otros virus a través de 3 

mecanismos diferentes. Luego de la fosforilación, como monofosfato, actúa 

como inhibidor competitivo de la inosín-monofosfato deshidrogenasa (IMPH), 

bloqueando la conversión del IMP a monofosfato de xantosina (XMP), precursor 

de la síntesis de guanosín-trifosfato (GTP) y dGTP, por lo que disminuye el GTP 

intracelular (Streeter y col., 1974). Además la ribavirina  puede fosforilarse a la 

forma 5-trifosfato, afectando la iniciación y elongación del RNAm viral por 

inhibición competitiva con las enzimas que agregan el CAP en el extremo 5’ del 

RNAm y polimerasas virales (Goswami y col., 1979). Por último, un mecanismo 

propuesto es su acción mutagénica. Todos los virus con genoma RNA poseen una 

alta tasa de mutación durante sus replicaciones debido a la pobre fidelidad de 

las RNA polimerasas. Este mecanismo sería de gran ventaja evolutiva para así 

poder escapar a presiones selectivas. Sin embargo la acción de la ribavirina 

aumenta notablemente estos errores llegando a producir un mayor número de 

mutaciones letales (Crotty y col., 2000, 2001). 

La administración de la ribavirina es el método seleccionado para el 

tratamiento de la fiebre de Lassa (Mc Cormick y col., 1986), aunque se han 

registrado efectos colaterales como trombocitopenia y anemia (Weissenbacher y 

col., 1986; McKee y col., 1988). Para el JUNV se ha demostrado que la ribavirina 

inhibe in vitro la replicación del mismo pero no reduce la mortalidad en casos 
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avanzados de FHA (Enria y col., 1994). Por lo tanto, aunque es la única terapia 

utilizada actualmente para el tratamiento de fiebres hemorrágicas, su acción en 

humanos no es específica y presenta grandes desventajas en el uso terapéutico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estructura química de la ribavirina. Único compuesto terapéutico en uso contra 
las fiebres hemorrágicas. 

 

IV- EL VIRUS JUNIN 

 

El virus Junín fue aislado e identificado en el año 1958 por el Dr. Parodi en el 

hospital regional de la ciudad de Junín, provincia de Buenos Aires. Los primeros 

aislamientos de este virus se realizaron a partir de muestras de sangre y órganos 

provenientes de pacientes. El principal reservorio natural del virus Junín es el 

roedor de hábitos rurales Calomys musculinus en el cual causa infecciones 

crónicas que le permiten la persistencia en la naturaleza. También se ha aislado 

de Calomys laucha, Akodon azarae y Oryzomys flavescens (Maiztegui y col., 1975) 

y en roedores urbanos como Mus musculus (Sabattini y col., 1977). La enfermedad 

presenta una incidencia estacional que coincide con las cosechas agrícolas 

mostrando un incremento de la población de roedores, aumentando así el 

contacto entre el trabajador rural y el reservorio infectado. Si bien la patogénesis 

de JUNV se ha estudiado en ratones lactantes y cobayos mediante infecciones 

experimentales (Buchmeier y col., 1980), es en primates rhesus macaques donde 

mejor se reproducen las características patológicas de la enfermedad en 

humanos (McKee y col., 1985). Debido a los inconvenientes en el trabajo con 

primates, se han realizado y se realizan la mayoría de los estudios en ratones 

utilizando diferentes vías de inoculación y edad del animal. 
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Por su significancia económica el estudio de esta enfermedad y del agente 

que la produce fue considerado de suma importancia en nuestro país (Mills y col., 

1991 y 1992; Garcia y col., 1996). El control del reservorio animal de JUNV ha sido 

impracticable debido a las grandes zonas geográficas implicadas. Por otro lado 

es evidente el progresivo aumento de áreas afectadas. En este sentido todos los 

estudios sobre el virus y su multiplicación en el huésped han sido dirigidos al 

desarrollo de una vacuna eficaz. Asimismo, los estudios conducentes a la 

caracterización biológica y molecular del ciclo de replicación viral representan un 

aporte valioso para el conocimiento de la familia Arenaviridae en su totalidad y la 

posible elaboración de estrategias preventivas para los virus de esta familia. 

 

IV.1- Morfología del virión 

 

Los arenavirus son virus envueltos, pleomórficos y con un diámetro 

aproximado entre 50 y 300 nm (Compans, 1993). En el caso del virus Junín se ha 

descripto un morfología redonda u oval con diámetros entre 110 y 130 nm 

(Lascano y col., 1971 y 1974). Microfotografías electrónicas muestran a los viriones 

recubiertos por una membrana electrodensa desde la cual emergen 

proyecciones de estructura claviforme correspondientes a las glicoproteínas. En su 

interior se observan gránulos electrodensos identificados como ribosomas. (Fig. 1) 

 

IV.2- Estructura molecular 

 

Las partículas virales están compuestas por una envoltura lipídica, en su 

interior se encuentra el genoma el cual consta de dos moléculas de cadena 

simple de ARN. La figura 6 muestra el esquema de una partícula viral y sus 

principales componentes.  
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Figura 6. Esquema de una partícula viral y sus principales componentes (A. Featherstone y 
C. Clegg). NC: nucleocápside, L: RNA polimerasa, R: ribosoma, Z: proteína Z, GP1 y 2: 
glicoproteína 1 y 2 respectivamente. 

 

Cada una de las moléculas de ARN difieren en tamaño y poseen dos 

marcos de lectura abiertos, no superpuestos y de polaridad opuesta. Esto 

representa una de las características más sobresalientes de la familia, 

determinando además su estrategia tan particular de replicación “ambisentido” 

(ver sección V). 

El fragmento L (large) de ARN tiene una longitud de 7 kb y codifica los 

genes para la síntesis de la ARN polimerasa viral dependiente de ARN (L) y una 

proteína pequeña denominada Z por su capacidad de asociarse a moléculas de 

Zinc, con función de proteína de matriz. La molécula S (small) de ARN es de 

aproximadamente 3.5 kb y posee los marcos de lectura para la expresión de las 

principales proteínas estructurales: el precursor de las  glicoproteínas de 

membrana GPC, que es procesado proteolíticamente para producir las dos 

glicoproteínas de superficie: GP1 y GP2, y la nucleoproteína (NP). Los fragmentos L 

y S no se encuentran presentes en cantidades equimolares, ni en el virión, ni en la 

célula infectada. El fragmento S siempre se ha encontrado como el mayoritario 

(Romanowski y Bishop, 1983; Southern y col., 1987), no excediendo la relación L:S 

la proporción 2:5. Las moléculas de ARN se encuentran conformando un 

complejo ribonucleoproteíco o nucleocápside en el interior del virión, constituido 

principalmente por el ARN correspondiente y la nucleoproteína NP. En menor 

medida L se encuentra asociada a las nucleocápsides.  
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IV.3- Proteínas virales 

 

Con respecto a la familia Arenaviridae son todavía escasos los 

conocimientos sobre la completa participación de sus proteínas durante el 

proceso de infección in vivo. Todas las proteínas de JUNV son estructurales, 

aunque solo algunas son mayoritarias en la partícula viral madura. La 

nucleoproteína NP, codificada en el extremo 3´ del segmento ARN S, representa 

el constituyente principal de la nucleocápside y fue asociada al ARN genómico 

(Martinez Segovia y DeMitri, 1977). Estudios serológicos entre distintos arenavirus 

demuestran un alto grado de antigenicidad cruzada para NP entre los miembros 

del Nuevo Mundo, no así entre estos y los pertenecientes al Viejo Mundo (Rowe y 

col., 1970).  

Estudios realizados con LCMV indican que la NP de este virus es requerida 

en trans para la síntesis de ARN (Lee y col., 2000), y ha sido descripta una función 

como antiterminadora de la replicación in vivo (Tortorici y col., 2001). Cuando se 

procesan cultivos de células Vero infectados con JUNV, esta proteína puede 

visualizarse por radioinmunoprecipitación o WB con anticuerpos monoclonales 

específicos (Sánchez y col., 1989) como una banda de aproximadamente 60 kDa. 

En las mismas preparaciones es frecuente encontrar dos productos de 45 y 25 kDa 

respectivamente. Recientes estudios postulan mas funciones regulatorias para NP 

y sus subproductos en el mantenimiento de cultivos persistentemente infectados 

(Ellenberg y col., 2002).  

El precursor glicoproteico GPC del JUNV es clivado post-traduccionalmente 

en la célula infectada para dar origen a las glicoproteínas de envoltura GP1 y 

GP2. El GPC de los arenavirus es único entre las glicoproteínas de envoltura de los 

demás virus envueltos. El complejo maduro incluye además de GP1 y GP2 al 

péptido señal (PS) como una tercera subunidad (Buchmeier, 2002; Eichler y col., 

2003; York y col., 2004) (Figura 7).  
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Figura 7. Diagrama de la organización tripartita propuesta para el complejo glicoproteico 
de JUNV. 

 

El PS es una secuencia de 58 aminoácidos con dos dominios hidrofóbicos, 

lo cual permite que atraviese la membrana dos veces quedando tanto el dominio 

N- como el C-terminal hacia el citosol, y se ha propuesto que quedaría anclado al 

complejo formando un motivo ring finger con el dominio citoplasmático de GP2 

(York & Nunberg, 2007). Además ha sido demostrado que el “loop” no 

citoplasmático del PS juega un rol central en la respuesta del complejo 

glicoproteico maduro al pH ácido para la fusión de membrana (York y col., 2008).  

Los estudios de la secuencia de bases del ARN S predicen para GPC un 

peso aproximado de 52 kDa, sin embargo, debido al variado grado de 

glicosilación, este precursor muestra una movilidad de 66-72 kDa 

aproximadamente en SDS-PAGE. Ocho sitios potenciales de glicosilación hallados 

en la secuencia de GPC de JUNV avalan lo antes dicho (Buchmeier y col., 1987). 

La misma secuencia muestra el sitio de clivaje para GPC en la posición 306-307 de 

la cadena polipeptídica. La proteína GP1 (38 kDa) demostró estar expuesta en la 

superficie de los viriones de JUNV (Mersich y col., 1988) y es la responsable de la 

producción de anticuerpos neutralizantes, indicando su participación directa en 

el reconocimiento virus-célula. Por otro lado GP2, una glicoproteína integral de 

membrana, posee la capacidad fusogénica requerida para el ingreso de las 

nucleocápsides al citoplasma. Debido a la falta de anticuerpos específicos 

contra esta proteína solo es evidenciable su presencia mediante ensayos de 

fusión a pH ácido (Castilla y Mersich., 1996). Dado que las glicoproteínas se 

encuentran en cantidades equimolares en el virión, Burns y col. (1991) proponen 

un modelo para los arenavirus donde GP1 y GP2 formarían trímeros mediante 

interacciones iónicas (Agnihothram y col., 2007). En conjunto formarían la 
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estructura glicoproteíca observada en preparaciones al microscopio electrónico 

como imágenes claviformes de 5 -10 nm de longitud. 

Por analogía con otros virus de cadena negativa se ha asumido que L es la 

ARN polimerasa ARN dependiente viral aunque hay pocos datos al respecto. Esta 

proteína codificada en el extremo 3´ del segmento de ARN L es un polipéptido no 

glicosilado con un peso aproximado de 250 kDa. La concentración intracelular de 

L aumenta dramáticamente durante el curso de una infección aguda con LCMV 

sin embargo, la actividad polimerasa disminuye con el tiempo de infección (Fuller-

Pace y col., 1989). Estos hallazgos proponen una función regulatoria de L en 

tiempos tardíos de infección que podría afectar el balance entre transcripción y 

replicación (Southern y col., 1987). Lee y col. (2000) demuestran en su trabajo que 

L, junto con NP, son los factores mínimos necesarios para la replicación del ARN. 

La proteína Z se encuentra codificada en el extremo 5´ del segmento L de 

ARN. Este polipéptido de un peso aproximado de 11 kDa se ha caracterizado por 

su dominio ring finger de unión al metal zinc (Salvato y col., 1989). Garcin y col. 

(1993) proponen que Z es necesaria tanto para la replicación como para la 

síntesis de los ARNm virales in vitro. Por otro lado para LCMV se observó un efecto 

inhibitorio de Z sobre los procesos antes mencionados (Lee y col., 2000). Estudios 

con compuestos que alteran específicamente la estructura ring finger demuestran 

el posible rol de Z en las etapas finales del ciclo de replicación de JUNV (García y 

col., 2003). Las interacciones estructurales descriptas entre Z y NP son, al presente, 

motivo del estudio del posible rol de Z como proteína de matriz en los arenavirus.  

 

V. CICLO DE REPLICACION 

 

La figura 8 muestra un esquema del ciclo de replicación de un arenavirus. 

La entrada del virus a la célula se produce por un mecanismo de endocitosis 

mediada por receptor y dependiente de vesículas recubiertas con clatrina 

(Borrow y col., 1994, Martinez y col., 2007). En el año 1998, la proteína de 

membrana ǂ-dystroglycano fue identificada como receptor celular de LCMV 

(Cao y col., 1998). Esta proteína, mediadora de interacciones con la matriz 

extracelular y presente en gran variedad de tejidos, parece también tener 
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afinidad por otros arenavirus tales como Lassa, Oliveros y Mobala y otros 

miembros de la familia del Viejo Mundo, además del clado C del Nuevo Mundo 

(Cao y col., 1998: Spiropoulou y col., 2002). Sin embargo, se ha demostrado que 

no se relaciona con el proceso endocítico del JUNV u otros miembros del clado A 

y B del Nuevo Mundo. Más aún, se ha identificado al receptor de transferrina 1 

humano (hTfR1) como un receptor celular de los virus del Nuevo Mundo causantes 

de FH: JUNV, MACV, GTOV y SABV (Radoshitzky y col., 2007), pero todavía se 

desconoce el receptor celular utilizado por el resto de los miembros de la familia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Ciclo de multiplicación del JUNV. 

 

El complejo glicoproteico presente en los viriones es el responsable de las 

interacciones iniciales con el receptor celular. Anticuerpos dirigidos contra GP1 

pueden neutralizar la adsorción del virus a la célula indicando su papel en la 

infección de las células susceptibles.  

La entrada de JUNV es inhibida por agentes lisosomotrópicos y representó 

uno de los elementos de prueba del ingreso dependiente de pH de los viriones al 

interior de la células (Castilla y col., 1991). Estudios con otros arenavirus han 

demostrado además el efecto irreversible del pH sobre la estructura 
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conformacional de GP1 y su estabilidad en la envoltura viral (Di Simone y col., 

1994). 

La transcripción y la replicación del genoma viral ocurren en el citoplasma 

aunque aún no se ha esclarecido la necesidad de algún componente celular 

para la adición de estructuras CAP al extremo 5´ de los ARNms.  Un inhibidor de la 

ARN polimerasa II como la actinomicina D no impide completamente la 

replicación de LCMV pero disminuye notablemente los niveles de producción viral 

por razones aún no elucidadas.  

Aún cuando se desconocen los detalles para el inicio y los requisitos 

exactos de la misma, la estrategia de replicación ambisentido (Figura 9) ha sido 

profundamente estudiada y descripta por Auperin y col. (1984). Este término 

alude al hecho de que cada ARN tiene una región positiva y otra negativa. 

Como se mencionó anteriormente cada molécula de ARN codifica para 2 

proteínas, uno de los genes se encuentra hacia el extremo 5´ y el otro hacia el 3´ 

separados por una región no codificante intergénica de secuencias 

autocomplementarias. De acuerdo a esta última característica los ARN pueden 

formar estructuras secundarias muy estables conocidas como horquillas.  

Aunque el extremo 5´ del ARN S contiene la secuencia codificante para 

GPC este precursor glicoproteico solo es traducido luego de una ronda de 

replicación genómica y a partir del transcripto subgenómico sintetizado en la 

célula. En el caso de la molécula de ARN L, la proteína Z ubicada en su extremo 5´ 

es sintetizada por igual mecanismo que GPC. De esta manera los genes ubicados 

en la región 5´ del ARN genómico tiene en realidad una polaridad pseudo-

positiva.  

La replicación viral comienza entonces en los extremos 3´ con la 

transcripción de los genes NP y L del ARN S y ARN L respectivamente. Estos 

mensajeros son traducidos por la maquinaria celular conduciendo a la síntesis de 

las proteínas NP y L. La síntesis de los intermediarios antigenómicos completos 

permite la replicación del genoma para la nueva progenie así como también 

para la síntesis de los ya mencionados ARNm correspondientes a GPC y Z. Varias 

evidencias sugieren que los niveles de NP serían los determinantes en el equilibrio 
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entre transcripción y replicación viral dentro de la célula infectada (Franze-

Fernandez y col., 1987). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Organización, transcripción y estrategia de replicación ambisentido de los ARN L 
y S de los arenavirus. 

 

No existe mucha información respecto de las etapas finales del ciclo de 

replicación. A partir del procesamiento de las glicoproteínas en el retículo y 

aparato de Golgi, el ensamblado y brotación de los viriones se produce en la 

membrana celular pero se desconocen los eventos que determinan la salida del 

virus. En general se asume que el ensamblado de las partículas virales es iniciado 

por interacciones entre el dominio citoplasmático de una proteína viral de 

membrana y los componentes internos de la partícula. En consecuencia el 

proceso comienza tan pronto como las proteínas virales de membrana y 

citoplasmáticas se encuentran en concentración suficiente dentro de la célula 

infectada. Estudios realizados en viriones de LCMV sugirieron la capacidad de 

GP2 de interactuar con NP a través de su extremo citoplasmático (Burns y col., 

1991). Mientras que otros estudios muestran a la proteína Z como posible 

responsable del reclutamiento en la membrana, funcionando como una proteína 

matriz en este proceso (Strecker y col., 2003). 
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Por último, la salida del virus de la célula infectada está íntimamente 

acoplada al proceso de brotación por el cual el virus adquiere la envoltura 

lipídica. Al alcanzar el medio extracelular la progenie posee la capacidad 

necesaria para la infección de una célula blanco y el inicio de un nuevo ciclo de 

replicación. 

 

VI- INTERACIÓN VIRUS-CÉLULA HUÉSPED 

 

Dado que un virus es incapaz de replicarse por sí mismo, la entrada a una 

célula y el uso de la maquinaria y energía celular, en mayor o menor medida, 

resulta indispensable para su subsistencia y persistencia en la naturaleza. De este 

modo el estudio de la multiplicación viral es de muchas maneras el estudio de la 

interacción entre las distintas estructuras y proteínas virales con la célula huésped. 

Los mecanismos por los cuales un virus puede infectar una célula determinada, 

multiplicarse eficazmente y producir su progenie son objeto de estudio de la 

virología y biología celular básica, conduciendo al conocimiento detallado de 

cada uno de los pasos del ciclo de multiplicación viral. Este conocimiento 

representa el punto de partida para todos los estudios conducentes al diseño de 

estrategias antivirales que permitan combatir la replicación viral. El diseño de 

vacunas es también, en este sentido, dependiente del conocimiento de la 

funcionalidad de las distintas proteínas virales, su expresión y su interacción con el 

sistema inmunológico. Por otro lado, la caracterización de las distintas 

interacciones entre el virus y la célula huésped permite la mejor comprensión de 

los daños citopáticos siendo una herramienta para la explicación de las 

patologías producidas por los virus en los distintos órganos infectados y su 

manifestación como una enfermedad con características definidas y propias.  

Asimismo hay que señalar la importancia que ha cobrado la utilización de 

los sistemas virales como herramienta para el estudio y caracterización de los 

procesos básicos desarrollados en una célula eucariota. Los sistemas de cultivos 

de células son la principal herramienta para el estudio de las interacciones virus-

célula. Su desarrollo y caracterización resultan indispensables para el uso de los 

mismos como un sistema experimental altamente controlable y reproducible.  
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El virus Junín es capaz de crecer in vitro en una amplia variedad de líneas 

celulares de distintos orígenes. En general la replicación es poco eficiente y no se 

observa citopatogenicidad, sin embargo en sistemas celulares como Vero y MRC-

5 se observa un efecto citopático característico (Weissenbacher y col., 1983). La 

infección de monocapas con JUNV presenta dos etapas diferentes. La etapa 

aguda o inicial es aquella en la cual los niveles de producción viral son máximos y 

la destrucción celular marcada. Entre el tercer y quinto día se observa el efecto 

citopático acentuándose los focos de células redondeadas que con su posterior 

desprendimiento originarán placas en presencia de medio semisólido (Tkaczenski 

y Boxaca, 1970). En la segunda etapa, a partir de los 8-10 días p.i., las células 

sobrevivientes comienzan a repoblar el cultivo estableciéndose una acción 

moderada del virus sobre éstas. Esta etapa es también llamada de persistencia y 

su establecimiento es una de las característica de los arenavirus que los ha hecho 

objeto de estudio en este aspecto. 

El reconocimiento de la célula huésped es el primer paso en la interacción 

virus-célula. Esta etapa, que requiere la especificidad de interacción entre la 

membrana del virus envuelto y la membrana celular, conducirá al inicio de la 

infección determinando además el tropismo del virus. Un virus puede utilizar una 

amplia variedad de moléculas de superficie para su ingreso a la célula. Proteínas 

receptoras así como carbohidratos o glicolípidos son en general los que permiten 

la adsorción inicial a la membrana celular. Usualmente otras moléculas co-

receptoras así como proteínas virales específicas pueden desencadenar y facilitar 

el evento de fusión. Una vez dentro de la célula los eventos de replicación y 

síntesis de proteínas son llevados a cabo en su mayoría por la maquinaria celular.  

La maduración y transporte de las proteínas virales en las etapas tardías del 

ciclo viral son determinantes en la producción de las nuevas partículas infectivas. 

Las glicoproteínas virales, especialmente la hemaglutinina (HA) del virus Influenza 

así como la glicoproteína G del virus de la estomatitis vesicular (VSV) han sido 

utilizadas para el estudio de la biogénesis, transporte y localización de proteínas 

de membrana. De esta forma ambas glicoproteínas están ampliamente 

caracterizadas y estudiadas en este aspecto siendo referentes para el estudio de 

muchas otras proteínas virales. Sin embargo, cabe destacar que la elección de 
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Influenza y VSV como modelo para el estudio de estos procesos ha sido 

favorecida en parte por su alta capacidad replicativa que facilita el abordaje 

experimental. 

Los virus con la propiedad de producir infecciones persistentes en sus 

hospedadores son de particular interés debido a la capacidad de replicarse en 

una célula sin producir su muerte o un efecto muy dañino sobre sus estructuras. 

Esta es la base para la explicación del establecimiento de infecciones crónicas en 

la naturaleza por los arenavirus y otros virus con esta misma propiedad (Howard, 

1986; Lehmann-Grube y col., 1972 y 1984; Rawls y col., 1981). 

 El hecho de que un virus pueda establecer infecciones muy poco dañinas 

para la célula es una muestra también de un alto grado de co-evolución donde 

la relación entre el virus y la célula es aún más estrecha, demostrando la íntima 

dependencia del primero por el segundo. Este aspecto representa, sin embargo, 

un desafío experimental debido a las obvias implicancias de estudiar procesos 

virales que producen una pobre manifestación celular. En estos casos es 

frecuente recurrir a la alteración de algún mecanismo o estructura celular para 

observar sus efectos sobre la normal multiplicación del virus. Los resultados 

observados permiten el estudio de dichas interacciones virus-célula aunque 

frecuentemente es necesario un abordaje molecular para determinar 

asociaciones más específicas. Por otro lado la utilización de técnicas moleculares, 

como la expresión individual de proteínas virales en sistemas transfectados, 

presentan también dificultades a la hora de las conclusiones debido a la 

ausencia total de las interacciones con el resto de las proteínas virales que se dan 

naturalmente en una infección con virus entero. 

 

VII- VIAS DE ENTRADA 

 

Como todos los parásitos intracelulares, los virus necesitan de una vía de 

entrada a sus células blanco para iniciar su infección. En las células animales los 

virus envueltos pueden fusionar su membrana con la membrana citoplasmática 

de la célula blanco o entrar por endocitosis. En éste último caso, la internalización 

no es suficiente para la infección productiva, ya que los virus siguen estando 
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rodeados del espacio extracelular dentro del endosoma. Por lo tanto los virus 

endocitadas deben penetrar, si son desnudos, o fusionar su membrana con la 

endosomal, si son envueltos, para liberar su nucleocápside al citoplasma de la 

célula.  

La mayoría de los virus utilizan la endocitosis como forma de entrar a la 

célula, ya que les ofrece grandes beneficios: muchos virus a pH ácido sufren un 

cambio conformacional que induce la fusión, penetración y desnudamiento. En 

estos casos la endocitosis es crucial debido a que por esta vía se acidifican las 

vesículas. Otra ventaja de este desnudamiento es que no dejan glicoproteínas 

expuestas en superficie, por lo cual están más protegidos frente a la respuesta 

inmune. Incluso muchos virus que no requieren estrictamente la disminución del 

pH utilizan esta vía de entrada ya que los endosomas le ofrecen una forma 

facilitada y rápida de atravesar la membrana plasmática y moverse en el 

citoplasma hacia el compartimento celular que le garantice una infección 

exitosa. Además, el endosoma puede transportar la carga viral cercana al poro 

nuclear, propiedad que es especialmente utilizada por los virus que necesitan del 

núcleo de la célula  para replicar (Whittaker y Helenius, 1998). 

Por lo tanto, los virus no solo dependen de la maquinaria de la célula para 

su internalización, sino también para su tráfico dentro del citoplasma y la 

habilidad de encontrar el sitio de replicación correcto. Por ejemplo, la fusión del 

virus Semliki Forest (SFV) a la membrana plasmática en condiciones de bajo pH 

resulta en la internalización del virus, pero no necesariamente resulta en una 

infección exitosa (Marsh y Bron, 1997). Esta infección depende del tráfico post-

internalización y, en algunos casos de la interacción de las partículas virales 

directamente con el citoesqueleto de la célula (Sodeik, 2000). 

 

VII.1- Rutas de entrada  

 

En la figura 10 se muestran las rutas de entrada más utilizadas por los virus y 

por lo tanto ampliamente caracterizadas. Los estudios realizados para la entrada 

del JUNV en las células Vero durante el desarrollo de mi tesina de licenciatura 

llevaron a la conclusión que el JUNV es internalizado por endocitosis mediada por 
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vesículas recubiertas con clatrina. Dado que los estudios que llevaron a esta 

caracterización fueron principalmente bioquímicos utilizando compuestos que 

alteran las distintas vías de entrada específicamente, se continuó analizando la 

necesidad de las distintas proteínas celulares involucradas en la entrada del JUNV 

durante este proceso. Es por eso que se ampliarán a continuación los detalles 

sobre esta vía de entrada particular. 

 

 

Figura 10. Vías de entrada caracterizadas hasta el momento  

 

VII.2- Endocitosis mediada por vesículas recubiertas con clatrina 

 

La primer molécula que se encontró necesaria para la endocitosis fue la 

molécula de clatrina, que media la principal ruta de internalización endocítica en 

las células (Brodsky y col., 2001). En respuesta a una señal de internalización 

presente en el receptor, que generalmente involucra una secuencia YXX o di 
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leucina en su cola citoplasmática, que son reconocidas por las proteínas 

adaptadoras AP2, las moléculas de clatrina se ensamblan en la cara interna de la 

membrana plasmática para formar las invaginaciones característica que van a 

dar lugar a las vesículas recubiertas con clatrina (Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Vesículas de clatrina visualizadas con microscopia electrónica de barrido. 

 

Las vesículas recubiertas con clatrina se forman por reclutamiento de 

moléculas de clatrina, cuyo monómero está formado por tres cadenas pesadas y 

tres cadenas livianas dispuestas en una estructura llamada “triskelion” (Figura 12), 

sobre regiones de membrana en las que se concentran proteínas adaptadoras y 

proteínas accesorias. Sobre estas superficies polimerizan formando estructuras 

planas con una disposición hexagonal. De esta forma, la composición de las 

vesículas de clatrina es mayoritariamente clatrina y proteínas adaptadoras y 

accesorias. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. A-Estructura del “triskelion” de clatrina. B- Microscopia electrónica del triskelion 
de clatrina. 

 

A B 



                                                                                                                           Introducción 

33 
 

La proteína clatrina también interactúa con muchas proteínas esenciales, 

incluyendo Eps15 y las proteínas adaptadoras AP-2, que son esenciales para el 

ensamblaje de la canasta de clatrina y para la selección de las proteínas de 

membrana que van a ser internalizadas. Finalmente interactúa con la GTPasa 

dinamina que se ensambla alrededor del cuello de la vesícula con clatrina y 

produce su fisión, proceso que requiere de la hidrólisis del GTP (Figura 13) (Marsh y 

McMahon, 1999). El complejo AP-2, uno de los componentes identificados junto 

con la clatrina, juega un rol esencial tanto en la organización como en la  función 

de las membranas recubiertas con clatrina. AP-2 es un heterotetrámero 

compuesto por dos largas cadenas de ǂ- y β2 adaptinas (100 Kd), una cadena 

mediana µ2 (50 Kd) y una cadena pequeña  2 (17 Kd). Ha sido demostrado que 

AP-2 esta constitutivamente asociado a Eps-15 (Benmerah y col., 1995, 1996). Eps-

15 es una proteína altamente conservada, organizada en tres dominios 

estructurales (figura 13). Su dominio N-terminal (DI) está compuesto por tres 

repeticiones imperfectas de 70 aa homólogos  entre ellos y a un dominio que se 

encuentra en las proteínas de mamíferos, levaduras y nematodos. Estos dominios 

son llamados EH por “Eps-15 Homology” (Wong y col., 1995). El dominio central de 

Eps-15 (DII) está involucrado en la homodimerización de Eps-15. El domino C-

terminal (DIII) se caracteriza por la presencia de repeticiones de la secuencia DPF 

que contiene el sitio de unión a AP-2 (Benmerah y col., 1996). El hecho de que 

Eps-15 se asocie a AP-2 sugirió un rol de Eps-15 en la endocitosis mediada por 

vesículas recubiertas por clatrina, hipótesis que fue apoyada por ensayos de 

colocalización de Eps-15 con clatrina y con AP-2, y por la presencia de Eps-15 en 

vesículas recubiertas con clatrina (Tebar y col., 1996; van Delft y col., 1997).  
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Figura 13. Organización estructural de Eps-15 y las construcciones de Eps-15 

 

Las GTPasas dinaminas son las responsables de la endocitosis en células 

eucariotas. Son las encargadas del proceso de fisión de las vesículas formadas en 

la membrana plasmática, tanto de vesículas recubiertas con clatrina como de 

caveolas, o vías alternas independientes de estas dos proteínas. Pertenecen a 

una gran familia, que incluyen las dinaminas clásicas, las proteínas tipo dinaminas 

y otras proteínas similares. Las dinaminas son enzimas de 96 kDa, cuya función 

principal es formar un espiral alrededor del cuello de la vesícula. Una vez que se 

formó este espiral correctamente, se extiende y oprime el cuello utilizando la 

energía de la hidrólisis de GTP, lo que causa que la vesícula se desprenda de la 

membrana parental. Hasta el momento se han encontrado tres tipos de 

dinaminas en mamíferos: 

 

Dinamina I: expresada en neuronas y células neuroendocrinas 

Dinamina II: expresada ubicuamente 

Dinamina III: expresada fuertemente en testis, pero también se la encuentra 

en el corazón, cerebro y pulmones  
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Al jugar un rol tan importante en la endocitosis muchos virus utilizan esta vía 

de entrada  para su internalización, incluyendo influenza y el virus de la estomatitis 

vesicular (VSV), los cuales se observaron por microscopía electrónica, dentro de 

vesículas electrodensas (Marsh y Helenius, 1980; Matlin y col., 1981, 1982). En estas 

observaciones también se vieron vesículas no electrodensas que se atribuyeron a 

vesículas de clatrina que la habían liberado o a otros caminos alternativos no 

dependientes de clatrina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 14. Visualización de una secuencia de endocitosis mediada por receptor y la 
formación  de vesículas cubiertas con clatrina por microscopia electrónica de transmisión. 
A- Segregado de receptores y ensamble de la clatrina. B- Invaginación de la membrana 
producida por el ensamble de clatrina. C- Fisión. D- Vesícula cubierta liberada gracias a la 
dinamina. 

 

La inhibición de las funciones de la clatrina tradicionalmente se basa en 

cuatro tipos de tratamientos: shock hipotónico (Madshus y col., 1987), depleción 

de potasio (Bayer y col., 2001), tratamiento de las células con brefeldina A (BFA) 

(Brodsky y col., 2001) y el uso de la droga clorpromacina (Wang y col., 1993). 

Ninguno de ellos es totalmente específico en inhibir la endocitosis mediada por 

vesículas recubiertas por clatrina: la BFA actúa sobre el factor de ADP ribosilación 

(ARF) y la clorpromacina ejerce su efecto sobre muchas enzimas intracelulares 

como la Calcio-Calmodulina (CaM). Por lo tanto tiene múltiples efectos en la 

función celular y su uso para inhibir la infección viral debe tomarse con cuidado, 

tratando de disminuir sus efectos pleiotrópicos durante los tratamientos realizados.  

 

A B C D 

Membrana 
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VIII- ORGANIZACIÓN ENDOSOMAL 

 

Los compartimentos que forman el sistema de endosomas juegan un papel 

esencial en el transporte y organización de las moléculas endocitadas en la 

membrana plasmática. Este transporte ocurre a través de una interacción 

compleja entre secuencias en las proteínas de la membrana plasmática y la 

maquinaria endosomal que reconoce estos motivos intrínsecos de las proteínas de 

membrana para dirigirlas a sus respectivos destinos. Estos eventos juegan un rol 

esencial en la internalización de nutrientes, la regulación de la señalización desde 

los receptores, la biogénesis de los lisosomas, la respuesta a infecciones, y es por 

este motivo que esta maquinaria y mecanismos endosomales son aprovechados 

por los patógenos para ser internalizados con éxito en su célula blanco. Una vez 

que la molécula ha sido endocitada en la membrana plasmática, será enviada a 

un endosoma que la dirigirá nuevamente a la membrana, a la red trans-golgi (TG) 

o será enviada a un lisosoma para su degradación. Por lo tanto, el sistema 

endosomal comprende un gran número de compartimentos distintos y el tráfico 

que los une permite que el sistema endocítico sea un continuo, en el cual la 

localización de las moléculas es transiente en un compartimento particular, antes 

de ser dirigida a su destino final. Por todo lo expuesto y su carácter dinámico es 

muy difícil asignar una función específica a cualquiera de estos compartimentos 

endosomales. Sin embargo se los ha logrado nombrar según su relación 

espacio/temporal con la membrana plasmática. Por ejemplo los endosomas 

tempranos (ET) son los que se generan por fusión de las vesículas endocíticas, 

mientras que los endosomas tardíos (LE por “late endosomes”) son lo que pasaron 

ya por varios eventos de tráfico y se removieron las moléculas que estaban 

destinada al TG o a ser recicladas a la membrana plasmática. Estos LE terminarán 

fusionándose con los lisosomas, que son el eslabón final de la cadena de 

endosomas. En los últimos años, se han utilizado distinciones adicionales que 

denotan la función de los endosomas, como el endosoma de reciclaje. Se puede 

observar un diagrama simplificado de estos distintos endosomas y algunos de sus 

componentes claves en la figura 15. Los endosomas tempranos se encuentran 

usualmente dispersos en el citoplasma mientras que los endosomas tardíos se 
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encuentran concentrados en la región perinuclear. Los endosomas se mueven 

desde la membrana plasmática hacia la región perinuclear, las moléculas 

endocitadas son dirigidas a sus respectivos destinos. El movimiento hacia el interior 

de la célula se ve acompañado por una acidificación creciente, producida por 

la acción bombeadora de protones de la ATPasa vacuolar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Diagrama simplificado del camino endocítico en una célula de mamífero 
(Seaman 2008).  

 

Trabajos previos implicaron a las pequeñas GTPasas de la familia Rab como 

proteínas reguladores clave del tráfico intracelular (Pfeffer y col., 1992; Novick & 

Brennwald, 1993). Su localización en distintos compartimentos intracelulares, 
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enfatizó su rol en el mantenimiento de la especificidad del transporte vesicular. 

Como otras pequeñas GTPasas, las proteínas Rab actúan como moléculas 

regulatorias que reconocen a las proteínas blancos a través de un cambio 

conformacional dependiente de la unión al nucleótido GTP (Bourne y col., 1991). 

La asociación de las proteínas Rab con la membrana plasmática depende de 

una isoprenilación c-terminal que resulta esencial para su función (Magee & 

Newman, 1992). Esta asociación es regulada por el inhibidor de la disociación de 

GDP (Rab GDI) (Ullrich y col., 1993) y está acompañada por el intercambio de 

GDP unido a GTP (Ullrich y col., 1994). Este cambio de GTP a GDP ocurre a través 

de la hidrólisis de GTP, catalizada por las proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) 

(Strom y col., 1993). Análisis mutacionales demostraron que el cambio entre la 

forma unida a GTP o GDP es crítico para la función de las proteínas Rab 

(Walworth y col., 1992). Sin embargo, no está del todo claro el rol exacto de esta 

hidrólisis. Las membranas intracelulares contienen un gran número de GTPasas 

distintas que regulan el transporte vesicular (Pfeffer, 1992), y parecería que las 

proteínas Rab usan esta hidrólisis de GTP como para cambiar de su conformación 

activa a inactiva (Novick y Brennwald, 1993). Las proteínas Rab activas son 

reclutadas a compartimentos unidos a la membrana donde regulan el tráfico 

vesicular, incluyendo la formación, liberación y fusión de las vesículas (Novick y 

Zerial, 1997; Zerial y McBride, 2001). 

Cada proteína Rab es reclutada a un compartimento especifico y 

funciona a través de interacciones con efectores específicos que median las 

funciones asociadas a las Rab (Pfeffer, 2005). En las células de mamífero existen 

por lo menos 12 proteínas Rab que regulan el tráfico a través del  camino 

endosomal (Jordens y col., 2005). Dentro de este grupo las proteínas Rab4, Rab5, 

Rab7 y Rab11 juegan un papel esencial en el tráfico de vesículas endocíticas. La 

proteína Rab5 está presente en ET y regula el transporte de vesículas endocíticas 

desde la membrana plasmática (MP) hacia los ET y la fusión entre los ET (Barbieri y 

col., 1996). Tanto la Rab4 como la Rab11 son reguladoras del reciclaje de 

receptores desde los ET hacia la MP (Fig. 15). La proteína Rab4 se encuentra 

principalmente en los ET y regula el reciclaje rápido de vuelta directamente hacia 

la MP (Roberts y col.,  2001) y la Rab11 se encuentra principalmente en los 
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endosomas de reciclaje perinucleares (ERP) y regula el reciclaje más lento a 

través de estos compartimentos (Ren y col., 1998; Wilcke y col., 2000). Además, la 

Rab 11 regula el tráfico de membranas desde compartimentos endocíticos de 

reciclaje hacia la red del trans-golgi (Urbe y col., 1993). La proteína Rab7 se 

encuentra principalmente en endosomas tardíos (LE) y regula el tráfico entre los ET 

y los LE y entre los LE y los lisosomas (Bucci y col., 2000). Esta organización única de 

las proteínas Rab en distintos compartimentos celulares y su especificidad como 

reguladores del tráfico vesicular las ha convertido en importantes herramientas 

para el estudio de la endocitosis. Por ejemplo, la expresión de formas mutantes 

dominantes negativas (DN) o constitutivamente activas (CA) de las proteínas Rab 

que regulan el trafico endosomal ha sido utilizada para identificar los pasos del 

transporte intracelular requeridos para la infección de distintos virus (Quirin y col., 

2008; Rauma y col., 1999). 

 

IX-CITOESQUELETO CELULAR 

 

Muchas de las vías endocíticas ampliamente caracterizadas se realizan 

con la participación activa del citoesqueleto. Por este motivo se resumen a 

continuación sus características y funciones. Las células eucariotas poseen tres 

tipos de redes proteicas filamentosas distribuidas en el interior del citoplasma, que 

le permiten adoptar una gran cantidad de formas y hacer que sus movimientos 

sean coordinados y direccionales. Estas redes están conformadas por 

microtúbulos, microfilamentos y filamentos intermedios que se extienden a través 

del citoplasma. El citoesqueleto es el principal responsable de movimientos tales 

como la contracción muscular y la división mitótica. También proporciona la 

maquinaria para el desplazamiento activo de orgánulos desde un lugar a otro del 

citoplasma y permiten el transporte activo de macromoléculas.  
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Figura 16. Esquema de los componentes principales del citoesqueleto 

 

IX.1- Microtúbulos (MT) 

 

Son filamentos del citoesqueleto que se caracterizan por estar construidos 

a partir de tubulina, proteína dimérica (subunidades alfa y beta) que se 

autoensambla para formar los microtúbulos en un proceso dependiente de GTP. 

Los microtúbulos tienen un diámetro de 25 nm y se originan en los centros 

organizadores de microtúbulos (principalmente centrosomas), adoptando una 

organización radial en las células interfásicas. 

 Una de las principales funciones que cumplen los MT es la localización 

intracelular específica de las organelas. Tanto el retículo endoplasmático como el 

aparato de Golgi cambian su patrón de localización celular al tratar las células 

con agentes depolimerizantes o estabilizantes de MT. Los MT son responsables del 

sostén interno y funcionamiento de cilios y flagelos. Por último otra función de gran 

importancia es la participación de los MT en la división celular: forman parte del 

huso mitótico y  participan activamente en la segregación de los cromosomas 

duplicados. 
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Se ha estudiado el rol de los microtúbulos en el transporte vesicular. Su 

disrupción con agentes como el Nocodazol y la Colchicina o su estabilización con 

Paclitaxel inhiben específicamente el transporte de las proteínas desde el TGN al 

dominio apical, en células polarizadas, ya que el tránsito hacia el dominio 

basolateral no es afectado.  

 

IX.2- Microfilamentos (MF) 

 

Estos filamentos están formados a partir de una proteína globular 

denominada actina, que forma polímeros de alrededor de 5 a 6 nm de diámetro. 

Están presentes en las células animales mostrando una organización de haces 

paralelos en dominios subcorticales y citoplasmáticos de la célula. Los filamentos 

de actina poseen gran importancia en todos los procesos de desplazamiento y 

adhesión celular (emisión de pseudópodos). También juegan un rol importantísimo 

en la división celular, pues forman el anillo de contracción que permite el 

estrangulamiento celular durante la citocinesis. Otra función importante es en el 

tejido muscular, donde filamentos de actina asociados a proteínas motoras 

denominadas "miosinas", provocan la contracción del músculo en un proceso 

mediado por calcio.  

Los microfilamentos son sensibles a la despolimerización causada por las 

Citochalacinas, la Nifeldipina y a las Latrunculinas, así como también a la 

estabilización causada por la Jasplakinolida, produciéndose alteraciones de 

diversas actividades celulares como endocitosis, migración celular, y otras 

funciones. Se ha propuesto que la red de actina juega un papel importante en el 

destino de las vesículas que salen del TNG a la membrana apical en células 

polarizadas. Una disrupción extensiva de la actina resulta en la inhibición del 

movimiento de las vesículas que se dirigen a la cara apical o en la acumulación 

de estas en la región subapical (Tilney, 1983).  
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IX.3- Filamentos intermedios (FI) 

 

Los filamentos intermedios tienen un diámetro de 8 a 10 nm y son 

abundantes en el citoplasma de células que deben soportar un alto estrés 

mecánico dado que su función principal es aportar resistencia. Los FI están 

constituidos por una gran variedad de proteínas relacionadas tales como 

vimentina, laminina o queratina, a diferencia de los MT y MF que están altamente 

conservados en la evolución de los eucariontes. Distintos tipos celulares difieren en 

el tipo particular de FI expresado. Su estructura básica consta de una cadena 

polipeptídica con un dominio central helicoidal presentando dominios globulares 

en los extremos amino y carboxilo terminal. Aparentemente sin gasto de energía 

estos monómeros se asocian en dímeros y luego en tetrámeros para conformar la 

subunidad estructural que compone los filamentos. Las funciones de los filamentos 

intermedios son menos conocidas. 

 

X- INTERVENCION DEL CITOESQUELETO DURANTE LA REPLICACION VIRAL 

 

Cada etapa del ciclo viral se lleva a cabo en un compartimiento 

específico, mostrando una interacción localizada dentro de la estructura del 

huésped. El citoesqueleto determina la forma, el transporte celular y el 

movimiento de organelas dentro de las células, por lo tanto sería posible la 

interacción entre las macromoléculas virales y el citoesqueleto. Principalmente 

sería importante el rol del citoesqueleto en la entrada y movimiento del virion 

dentro de la célula. 

 Se observaron procesos en los cuales el citoesqueleto favorece la 

transmisión viral célula a célula como en la infección por HIV utilizando los 

filamentos de actina (Rey y col., 1996). Asimismo se determinó tanto en VSV como 

en el virus Sendai que la tubulina está implicada directamente con la síntesis de 

RNA viral ya que se encontró una asociación a nivel de una proteína viral que 

interactúa con la tubulina de la célula infectada (Hill y col., 1986, Moyer y col., 

1986).  
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Para el caso de los Arenavirus, existen pocos datos de intervención del 

citoesqueleto durante las etapas de multiplicación viral. La primera evidencia que 

hizo suponer que ésta existe, es la presencia de actina en virus purificado (Pasian 

y col., 1983). Estudios realizados con compuestos que alteran la estructura de los 

microfilamentos, entre ellos el DMSO y la nifeldipina, y microtúbulos, como el 

Nocodazol y la Colchicina, mostraron un marcado efecto inhibitorio en la 

producción de JUNV y de la expresión de las glicoproteínas en membrana. 

Asimismo, alterando la estructura de los filamentos de vimentina con acrilamida, 

se demostró la necesidad de la integridad de estos FI en un paso posterior a la 

internalización, pero antes de la expresión de la NP (Candurra y col., 1999, Cordo 

y col., 2003). Hasta el momento no se encontraron datos de la participación del 

citoesqueleto celular en la entrada de JUNV a la célula huésped.   

 

XI- LECTINAS DE TIPO C 

 

Las lectinas de tipo C (calcio dependiente) constituyen una amplia familia 

de receptores que reconocen estructuras específicas de carbohidratos presentes 

en patógenos. Su función principal es mediar la endocitosis de antígenos y su 

presentación posterior a través de moléculas de clase I o II del complejo mayor 

de histocompatibilidad. Estas lectinas son expresadas en su mayoría por células 

dendríticas (CD) inmaduras, macrófagos y células endoteliales. Más allá de su 

función en la endocitosis de antígenos, algunas de estas proteínas son empleadas 

por ciertos virus como receptores para infectar células y favorecer su 

diseminación. Algunos virus como citomegalovirus y el virus dengue las utilizan 

para infectar células dendríticas. Otros virus como hepatitis C, HIV-1, HIV-2 y el virus 

de la inmunodeficiencia simiana (SIV) utilizan estos receptores para favorecer su 

diseminación. Son proteínas integrales de membrana tipo II, con un dominio 

citoplasmático N-terminal, y un dominio extracelular con siete repeticiones en 

tándem completas y una parcial y un dominio C-terminal de reconocimiento de 

carbohidratos (DRC). Dentro del DRC existen secuencias altamente conservadas 

EPN o QPD esenciales en el reconocimiento de estructuras conteniendo manosa 

o galactosa respectivamente. La mayoría de las lectinas de tipo C expresadas 
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por las CD tienen especificidad por los carbohidratos que contienen manosa; sin 

embargo cada lectina de tipo C puede reconocer un patrón único de residuos 

manosa en un determinado patógeno o superficie celular. El DC-sign (dendritic 

cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin) pertenece a la familia de las lectinas 

de tipo C y juega un rol esencial en los pasos iniciales de la respuesta inmune y la 

migración de las CD ya que media la interacción de las CD con los linfocitos T y 

células endoteliales a través de su interacción con ICAM-2 e ICAM-3 (Geijtenbeek 

y col., 2000). Esta molécula fue clonada originalmente como una proteína de 

unión a la GP120 de HIV (Curtis y col., 1992), otorgándole a las CD la habilidad de 

facilitar la infección en trans de células susceptibles (Geijtenbeek y col., 2000). En 

el caso de HIV, DC-sign no actúa como un receptor de entrada sino que permite 

la endocitosis del virus por CDs para su transmisión posterior a linfocitos T 

susceptibles. Por mecanismos aún desconocidos, el HIV escapa a la degradación 

y procesamiento luego de ser internalizado y permanece infeccioso por más de 

cinco días en el interior de la CD. Las CDs DC-sign positivas se encuentran en la 

sangre y las mucosas, donde se produce el primer contacto con el HIV luego de 

su transmisión por vía sanguínea o sexual. Se piensa que en estos tejidos las CDs 

podrían endocitar el HIV y transportarlo hasta órganos linfoides secundarios, 

donde el virus sería transferido desde las células dendríticas a los linfocitos T que 

contactan con ellas. Este mecanismo parecería tener un papel importante en la 

promoción de la infección de los linfocitos T CD4+, sobre todo cuando los títulos 

del virus son extremadamente bajos, situación usual en la infección a través de 

mucosas. Se ha demostrado que tanto DC-sign como su homólogo L-sign (DC-

signr; liver and lymph node-specific; CD209L) se unen a la mayoría de los lentivirus 

de primates: HIV-1 (cepas R5 y X4), HIV-2 y el virus de la inmunodeficiencia de 

simio (SIV) (Pöhlmann y col., 2001). L-sign no es expresada por CD, sino por células 

endoteliales del hígado, nodos linfáticos y villi de placenta (Bashirova y col., 2001). 

La afinidad de estos receptores de membrana por las glicoproteína retrovirales y 

su patrón de distribución en los tejidos llevaron al estudio de su rol como factor de 

unión e internalización para el JUNV.  

 Actualmente no hay tratamiento para las fiebres hemorrágicas, por lo que 

existe una necesidad crítica de desarrollar terapias efectivas para tratar los brotes 
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anuales y contrarrestar su potencial uso como armas biológicas. El mecanismo de 

infección de los virus causantes de fiebres hemorrágicas involucra atributos 

específicos de los virus pero mantienen cierta analogía que podrían utilizarse 

como blanco de compuestos antivirales. Todas los virus causantes de fiebres 

hemorrágicas infectan preferencialmente monocitos, macrófagos y células 

dendríticas durante las etapas tempranas de la enfermedad (Geisbert y col., 

2004). Es por este motivo que estas células representan un blanco potencial en el 

tratamiento de las fiebres hemorrágicas.  
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Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que la 

internalización del JUNV es dependiente de un mecanismo de endocitosis 

mediada por vesículas recubiertas con clatrina. Otros estudios demostraron la 

participación del citoesqueleto en el transporte de las glicoproteínas de JUNV a la 

superficie celular. Tanto la integridad de microtúbulos como microfilamentos es 

necesaria para la replicación viral. La expresión de las glicoproteínas virales en la 

membrana celular fue disminuida cuando se alteró la red de MT o MF (Candurra y 

col., 1999).  

La participación de los distintos componentes celulares involucrados en las 

etapas tempranas del ciclo de replicación del virus aún no había sido explorada. 

Con este objetivo se estudió la participación de las proteínas celulares 

involucradas en los procesos endocíticos así como también de los componentes 

principales del citoesqueleto: los MF y los MT.  

El trabajo de tesis que a continuación se presenta se llevó a cabo con el 

objetivo de determinar 

 

I. La participación de las proteínas celulares propias de mecanismos 

celulares endocíticos en la internalización del JUNV. 

II. La participación del citoesqueleto, particularmente la red de 

microfilamentos y microtúbulos en las etapas tempranas del ciclo de 

replicación de JUNV. 

III. Ampliar el conocimiento del mecanismo de infección del JUNV analizando 

el rol de las lectinas de tipo C en la infección por JUNV. 

 



  

  

  

  

  

  

  

MMAATTEERRIIAALLEESS    

YY  MMÉÉTTOODDOOSS  
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1. VIRUS 

 

Se utilizó la cepa atenuada IV4454 del virus Junín (JUNV) aislada a partir 

de un caso leve de FHA (Contigiani y Sabatini, 1977). El stock de trabajo se 

preparó infectando células Vero con una multiplicidad de infección (m.i.) de 

0,1 UFP/célula. Se recogieron los sobrenadantes a partir del tercer día post 

infección (p.i.). Los stocks fueron titulados por el método de unidades 

formadoras de placas (UFP) en células Vero y se almacenaron en alícuotas a –

80ºC. Los títulos obtenidos en los stocks fueron para todos los casos del orden 

de 107 UFP/ml.   

Se utilizó el virus Tacaribe (TCRV) cepa 11573  cedida por el Dr. de la 

Torre. La semilla se amplificó en células BHK-21, infectando con una m.i. de 0,1 

UFP/célula. Luego de 1 hora de infección a 37°C, se incubó con medio de 

mantenimiento MEM 1X suplementado con 1,5% suero de ternera (ST) 

inactivado (MM). Los sobrenadantes se cosecharon a partir del quinto día p.i. y 

se titularon por el método de UFP en la línea celular Vero. 

 

2. CULTIVOS CELULARES 

 

2.1. Línea celular Vero (ATCC CCL 81) 

Provenientes de riñón de mono verde africano (Cercopithecus 

aethiops). Los cultivos se crecieron en medio esencial mínimo de Eagle (MEM) 

suplementado con 5% de ST inactivado y 50 g/ml de gentamicina. Las 

monocapas se subcultivaron periódicamente y luego de alcanzada la 

confluencia se mantuvieron en MM. Cuando estos cultivos se utilizaron para 

titular virus Junín se mantuvieron en medio semisólido (MEM 2X, 4% de ST 

inactivado, 100 g/ml de gentamicina) en partes iguales con metilcelulosa 

1,4%. En los casos en los que los cultivos se incubaron en estufa con 4% de CO2 

los medios se suplementaron con 20 M de buffer HEPES.  

 

2.2 Línea celular CHO (ATCC CCL 9618) 

Proveniente de ovario de hámster chino (Cricetulus griceus). Los cultivos 

se crecieron MEM suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado 

y 50 g/ml de gentamicina. Las monocapas se subcultivaron periódicamente y 
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se incubaron en estufa con 4% de CO2  por lo que los medios se suplementaron 

con 20 M de buffer HEPES. 

 

2.3. Líneas celulares TRVb y TRVb-1 

 Cedida por el Dr. Collin Parrish, (Baker’s Institute, Cornell University, 

Ithaca, New York). Estos cultivos derivados de células CHO son deficientes en la 

producción del receptor de transferrina endógeno, mientras que las TRVb-1 

expresan establemente el receptor de transferrina humano debida a la 

transfección de las mismas con un plásmido que se mantiene por la presencia 

de geneticina (G418, Sigma Aldrich). Ambos cultivos se crecieron y 

propagaron en medio Ham’s F12 suplementado con 10% de SFB inactivado y 

50 g/ml de gentamicina. En el caso de las TRVb-1 el medio también se 

suplementó con 200 g/ml de geneticina. Las monocapas se subcultivaron 

periódicamente y se incubaron en estufa con 4% de CO2  por lo que los medios 

se suplementaron con 20 M de buffer HEPES. 

 

2.4. Cultivo primario de embrión de ratón 

Los cultivos se obtuvieron a partir de embriones de ratón (BalbC) de 2 

semanas de gestación. Se extrajeron los cuernos uterinos y se los colocó en 

cajas de Petri con PBS, eliminando la sangre y las membranas que lo rodean. 

Se eliminaron las cabezas, miembros y tejido hepático de los fetos, el material 

fue lavado con PBS y pasado a otra caja de Petri con PBS. Los tejidos fueron 

diseccionados con tijera hasta obtener trozos de alrededor de 1mm, siempre 

en esterilidad y humedecidos en PBS. Estos fragmentos se disgregaron en forma 

enzimática con tripsina 0,02% durante 10 minutos a temperatura ambiente con 

agitación constante. Se descartó el sobrenadante y se agregó tripsina fresca, 

dejándose incubar ahora por 30 min a 37ºC. Se dejó sedimentar el material y 

se filtro a través de una gasa doble estéril, recogiendo el sobrenadante en un 

tubo de centrífuga. Los sobrenadantes fueron centrifugados a 1000 x g y 

resuspendidos en MEM 10% SFB y sembrados en botellas T25 a una densidad de 

1x106 células/ml. Luego de formada la monocapa las células se subcultivaron y 

se incubaron a 37ºC hasta el momento de la infección.   
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2.5. Línea NIH 3T3 (ATCC CCL 1658) 

Cedidas gentilmente por el NIH (National Insititute of Health, Bethesda, 

Maryland, Estados Unidos). Estos cultivos provienen de embrión de ratón (Mus 

musculus). Los cultivos se crecieron en MEM suplementado con 10% de SFB 

inactivado y 50 g/ml de gentamicina. Las monocapas se subcultivaron 

periódicamente y luego de alcanzada la confluencia se mantuvieron en MM. 

Los cultivos se mantuvieron en estufa con 4% de CO2  por lo que los medios se 

suplementaron con 20 M de buffer HEPES. 

 

2.6. Línea NIH 3T3 DC-sign o L- sign 

Cedidas gentilmente por el NIH (National Insititute of Health, Bethesda, 

Maryland, Estados Unidos), son cultivos derivados de las NIH 3T3 que expresan 

establemente las lectinas DC-sign o L-sign respectivamente. Los plásmidos que 

expresan estas lectinas no cuentan con ningún tipo de selección por 

antibióticos sino que fueron seleccionados por citometría de flujo. Una vez 

descongeladas estas células no se utilizaron por más de 10 pasajes. Los cultivos 

se crecieron en MEM suplementado con 10% de SFB inactivado y 50 g/ml de 

gentamicina. Las monocapas se subcultivaron periódicamente. Los cultivos se 

mantuvieron en estufa con 4% de CO2  por lo que los medios se suplementaron 

con 20 M de buffer HEPES. 

 

2.7. Línea BHK-21 (ATCC CCL-10) 

Provenientes de riñón de hámster (Mesocricetus auratus).  Los cultivos se 

crecieron en MEM suplementado con 10% de ST inactivado y 50 g/ml de 

gentamicina. Las monocapas se subcultivaron periódicamente y luego de 

alcanzada la confluencia se mantuvieron en MM. Los cultivos se mantuvieron 

en estufa con 4% de CO2  por lo que los medios se suplementaron con 20 M 

de buffer HEPES. 
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3. COMPUESTOS UTILIZADOS 

 

Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. Las soluciones 

madres preparadas a partir de los compuestos se fraccionaron y almacenaron 

a –80ºC según las siguientes concentraciones: 

 Nocodazol: 10 mM en DMSO. 

 Latrunculina A: 1mM en DMSO. 

 Metil-β-ciclodextrina: 500 mM en agua.  

 Nistatina: 50 mM en  DMSO.  

 Clorpromacina: 10 mM en etanol.   

 Paclitaxel: 100mM en metanol. 

 Citochalasina D: 5mM en etanol.  

 Mannan: 50 mg/ml en agua. 

 Jasplaquinolida: 1mM en DMSO. 

 

Todas las soluciones fueron esterilizadas por filtración a través de una  

membrana Millipore con un tamaño de poro de 0,2 µm.  

 

4. REACTIVOS, MARCADORES Y ANTICUERPOS UTILIZADOS 

 

Anticuerpos monoclonales reactivos contra NP: IC06-BE10 para IFI. 

Anticuerpos reactivos contra NP: NA05-AG12 para western-blot.  

Anticuerpos reactivos contra la GPC: GB03-BE08 y GD01-AG12 para IFI. 

Cedidos por el Dr. A. Sánchez (C.D.C., Atlanta, U.S.A.) (Sánchez y col., 1989). 

Suero policlonal anti-Junín realizado en conejo (Damonte y col., 1986). 

Anticuerpos monoclonales contra DC y L-sign humanos: Clon 120526, 9E9A8, 

14EG7 (NIH, Atlanta, U.S.A.) 

Anticuerpos policlonales reactivos contra TRCV (ATCC VR-1272 AF) 

Anticuerpos monoclonales reactivos contra el receptor de transferrina: CD 71 

(BD-Pharmigen) y anti-TfR desarrollados en ratón (Zymed) 

Anticuerpos monoclonales anti--tubulina clon B512, suero anti-IgG de ratón 

desarrollados en cabra, conjugados con fluoresceína, faloidina-FICT, 

transferrina-TRITC, toxina colérica subunidad A-FICT, MTT: (3-4,5-dimetiltiazol-2-

yl)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio, obtenidos de Sigma-Aldrich, USA. 
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5. OBTENCION DE VIRUS PURIFICADO Y MARCADO RADIOACTIVAMENTE 

 

Monocapas de células Vero crecidas a confluencia en botellas T75 se 

infectaron con JUNV (m.i.=0,1) y se incubaron a 37°C durante 1 hora para 

permitir la adsorción del virus. Luego se agregó MM y se incubó durante 72 

horas p.i. Al concluir este período se colocó medio de ayuno (MEM sin los 

aminoácidos metionina y cisteína) durante 1,5 horas. Luego se incorporó 

directamente en el medio de ayuno una solución radioactiva conteniendo S35-

metionina y S35-cisteína (Express S35, 100µCi/ml, NEN, USA) y se incubó por un 

período de 24 horas a 37°C. Por último se cosechó el sobrenadante y se 

clarificó a 10.000 x g durante 15 minutos. 

 Para la concentración se ultracentrifugó durante 3 horas a 120.000 x g y 

se resuspendió el pellet por sonicación. Se determinó la radioactividad 

asociada en un contador de centelleo y el título infectivo para el virus 

purificado siendo 5,7 x107 dpm/ml y 4,3 x 107 UFP/ml respectivamente. 

 

6. CURVAS DE CRECIMIENTO 

 

Cultivos de células Vero crecidos en monocapa se infectaron con JUNV 

(m.i.= 0,1) al alcanzar confluencia. A distintos días p.i. se cosecharon los 

sobrenadantes y se titularon por el método de UFP en células Vero. 

 

7. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR: METODO MTT 

 

Para determinar el rango de concentraciones no tóxicas para las células 

se utilizó el método colorimétrico descripto por Mosmann y col. (1983). Se 

crecieron monocapas de células Vero en microplacas de 96 cavidades y se 

trataron con distintas concentraciones del compuesto a ensayar. Luego del 

tiempo necesario de tratamiento se agregan 10 l de una solución 5 mg/ml de 

MTT en cada cavidad.  

El MTT es clivado en presencia de la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa originando un subproducto coloreado (cristales azules de 

formazán). Transcurridas 2 horas a 37°C se retiran los sobrenadantes, se 

colocan 200 l de etanol 95%, se resuspende el precipitado y se mide la 
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absorbancia en un lector de ELISA a una longitud de onda de 495 nm y una 

longitud de referencia de 690 nm. 

Se determina la viabilidad de las monocapas teniendo en cuenta que 

la absorbancia de la solución en las muestras es proporcional al número de 

células viables presentes al momento del ensayo. Cada concentración se 

realizó por cuadriplicado.  

 

8. TITULACION DE LA INFECTIVIDAD VIRAL 

 

La titulación de la infectividad viral se realizó por el método de unidades 

formadoras de placas (UFP). Para ello monocapas de células Vero, crecidas 

en microplacas de 24 cavidades, se infectaron con un inóculo de 0,1 ml de 

diferentes diluciones seriadas al décimo de la muestra a titular. Cada ensayo 

se realizó por duplicado. Después de 1 hora de adsorción a 37°C, se retiró el 

inóculo y cada cavidad se cubrió con 1 ml de medio semisólido. Las 

microplacas se incubaron a 37°C en estufa de CO2 durante 7 días. Por último 

se fijaron las células con formol 10% durante 20 minutos y se revelaron las 

placas con cristal violeta al 1%. 

El título viral expresado en unidades formadoras de placas por mililitro se 

determinó de la siguiente forma: 

 

Título (UFP/ml)=              n° promedio de placas     

                             Dilución utilizada x volumen del inóculo 

  
 
9. ENSAYO DE INHIBICION DEL RENDIMIENTO VIRAL 

 

Se crecieron monocapas de células Vero en microplacas de 24 

cavidades y fueron infectadas con el JUNV (m.i.=0,1) y luego de 1 hora de 

adsorción se retiró el inóculo. Al tiempo adecuado las células fueron tratadas, 

siempre por duplicado, con distintas concentraciones del compuesto a 

evaluar. Luego de la infección se mantuvieron en la estufa de CO2 hasta el 

momento de realizar la cosecha. Una vez obtenidos, los sobrenadantes (Sn) se 

titularon por el método de UFP para calcular la infectividad remanente. Con la 

cuantificación de placas se realiza el cálculo del porcentaje de inhibición de 
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los compuestos respecto a los controles infectados y sin tratamiento con los 

compuestos como: 

 

% de inhibición= 1- (Título Sn tratado/ Título Sn control) 

 

10. ACCION DE LOS COMPUESTOS A DISTINTOS TIEMPOS  

 

10.1 Adición post-infección 

 

Los cultivos de células Vero crecidos en monocapa hasta la confluencia 

fueron infectados con JUNV (m.i.=0,1). A las dos horas post-infección se colocó 

MM conteniendo distintas concentraciones del compuesto a estudiar. A las 16 

hs p.i. se lisaron las células y se extrajo el ARN total. Como control se utilizaron 

los sobrenadantes de las células infectadas y sin tratar. 

 

10.2 Adición pre-tratamiento 

 

Los cultivos de células Vero se crecieron en monocapas hasta la 

confluencia y fueron incubados con MM conteniendo las distintas 

concentraciones del compuesto a ensayar, durante distintos tiempos según el 

compuesto. Luego del período de pretratamiento se retiró el medio y se realizó 

la adsorción de JUNV en presencia de las distintas concentraciones de la 

droga. Finalmente se retiró el inóculo, se cubrieron las monocapas con medio 

fresco y se cosecharon los sobrenadantes correspondientes a las 24 horas p.i. 

para ser titulados por el método de UFP. 

 

11. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PROTEINAS 

 

11.1 Inmunofluorescencia  indirecta (IFI) 

 

Se crecieron monocapas de células sobre cubreobjetos en microplacas 

de 24 cavidades. A las 24 hs fueron tratadas con distintas concentraciones del 

compuesto a evaluar durante distintos tiempos dependiendo del compuesto. 

Pasado su tiempo de tratamiento los cultivos fueron infectados con JUNV 
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(m.i.=0,1) en presencia de la concentración respectiva de la droga. Luego de 

una hora de infección a 37ºC se retiró el inóculo y se incubó con MM durante 

24 hs. En algunos ensayos, luego de la adsorción, los cultivos se incubaron en 

presencia de una dilución 1/50 de suero anti-Junín. A las 24 o 48 horas p.i. se 

lavaron las monocapas tres veces con PBS para su posterior fijación. Para 

realizar IFI citoplasmática se fijaron las células con metanol durante 10 minutos 

a una temperatura de -20ºC o se fijó 10 minutos con formaldehido a 

temperatura ambiente y se permeabilizó con tritón X-100 0,2%. Luego de la 

fijación se realizan tres lavados con PBS, en ambos casos. 

 Para revelar el antígeno viral se utilizaron anticuerpos monoclonales 

reactivos contra NP en una dilución 1:300 y para la IFI de microtúbulos se 

utilizaron anticuerpos monoclonales anti--tubulina en una dilución 1:200 en 

PBS. En el caso de las IFI de las lectinas DC-sign o L-sign se incubaron los 

preparados con diluciones 1:300 de anticuerpos monoclonales reactivo contra 

ambas lectinas. Las células fueron incubadas con el anticuerpo primario 

específico durante 30 minutos a 37ºC. Pasado ese tiempo se realizaron tres 

lavados con PBS. Por último se realizó una incubación con suero anti-IgG de 

ratón conjugados con fluoresceína, por 30 minutos a 37ºC en una dilución 1:50 

en PBS. En todos los casos luego de tres lavados con PBS y un lavado final con 

agua destilada las células fueron montadas en una solución tamponada de 

glicerol conteniendo 2,5 % de DABCO (1,4-diazabiciclo octano). 

 Los preparados se examinaron en un microscopio óptico Olympus BX51. 

El porcentaje de células positivas en cada cubreobjeto fue calculado como 

una media de 20 campos ópticos seleccionados al azar, en los cuales se 

contaron células positivas y células totales, tomando como control las 

monocapas infectadas y sin tratar.  

 

11.2 Fluorescencia directa 

 

Se crecieron monocapas de células en cubreobjetos en microplacas de 

24 cavidades. En los casos en los que se marcaron los filamentos de actina se 

utilizó faloidina-FICT. Luego de tres lavados con PBS se fijaron las células para 

fluorescencia utilizando formaldehido 4 % y tritón X-100 0,2 % para la 

permeabilización. Se vuelven a realizar tres lavados previos a la incubación de 
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una hora con la faloidina en una dilución 1:20. Al cabo de este tiempo se retira 

el compuesto se realizan lavados durante 45 minutos con agitación y en 

oscuridad.  

En los casos en que se utilizó la transferrina-TRITC, previo a la incubación 

con el compuesto se hicieron lavados sucesivos con PBS. Para la incubación 

con el compuesto se diluyó la solución madre en una concentración de 20 

g/ml en PBS.  Luego se incubaron las células con 250 l de esta 

concentración, en presencia o ausencia de alguna droga, según el 

tratamiento, durante 20 minutos a 4ºC y una hora a 37ºC. Pasado este tiempo 

se retira el compuesto y se mantienen las monocapas sobre hielo durante tres 

lavados con  PBS. Se fijan las células con formaldehido 4% y se procede con la 

permeabilización de las células con tritón X-100 0,2 %. 

En todos los casos luego de un lavado final con agua destilada las 

células fueron montadas, examinadas y cuantificadas como los preparados 

de IFI. 

 

12. ENSAYO DE ADSORCION E INTERNALIZACION DEL VIRUS 

 

Cultivos de células Vero crecidas en monocapa fueron infectadas con 

un stock de JUNV marcado radiactivamente como se indica anteriormente. 

Para ello 100 l de la suspensión (200.000 dpm) se adsorbieron al cultivo, en 

presencia o ausencia del compuesto, incubando a 4°C durante 1 hora. Luego 

se retiró el inóculo, se lavó tres veces con PBS-BSA 0.2% y se lisaron los cultivos 

con una solución de NaOH-SDS (0.1 N, 1% respectivamente) durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Se recogieron las muestras y se 

resuspendieron en 2 ml de líquido de centelleo para cuantificar la 

radioactividad asociada. 

Cuando se evaluó la internalización se procedió a adsorber el inóculo y 

lavar las monocapas como se mencionó anteriormente. Luego de los lavados 

se incubaron los cultivos durante 1 hora a 37°C en PBS-BSA 0,2% para permitir la 

internalización de los viriones marcados radiactivamente. Finalizado el tiempo 

se retiró el medio y se adicionó una solución de proteinasa K en PBS (1mg/ml) 

para eliminar el virus adsorbido pero no internalizado. Se incubó durante 45 

minutos a 4°C y se detuvo la reacción con 0,5 ml de una solución PBS-BSA 3% 
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adicionada con 2 mM de fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF). Se centrifugaron las 

muestras, se resuspendieron en 0,2 ml de NaOH-SDS y se agregó líquido de 

centelleo para cuantificar la radioactividad como se mencionó anteriormente. 

 

13. EFECTO DE LOS COMPUESTOS EN LA SINTESIS DE ARN VIRAL 

 

Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 6 cavidades 

fueron tratadas con Latrunculina A o Paclitaxel en distintas concentraciones, 

luego se infectaron con JUNV (m.i.=5). A las 4 u 8 horas post infección, el ARN 

total fue extraído con el kit comercial Totally ARN (Ambion, USA). El ARN 

extraído de cada muestra fue cuantificado por medición de absorbancia a 

260 nm y utilizado como molde para la síntesis de del ADNc (ADNcopia), 

utilizando “random primers”, para evitar resultados falsos negativos. Para la 

síntesis del ADNc se tomaron 2 µg de cada muestra de ARN y se llevo a un 

volumen de  8 µl. Luego se agregaron 2 µl “random primers” en una 

concentración 10 µM y 4 µl de buffer 5X para la transcriptasa reversa (RT) de 

AMV (avian myeloblastosis virus), la retrotranscriptasa (4 unidades), 1 µl de 

RNAsin (Promega, USA) y 3 µl de H2O libre de ARNsas. El volumen final de cada 

reacción fue de 20 µl. Esta reacción fue incubada a 42°C durante 2 horas.  

Este ADNc sintetizado con “random primers” fue empleado como molde 

en reacciones de PCR en tiempo real. En esta reacción el volumen final fue de 

25 µl y fue llevada a cabo en presencia de buffer de reacción Master Mix 

2xSYBR (Applied Biosystems, USA) y primers 1 µM.  

Los cálculos iniciales del número de copias de ARNm en cada muestra 

se hicieron en base al método CT (“cycle threshold”). El CT es el número de 

ciclos mínimos de PCR (amplificaciones) necesarias para que el producto de 

amplificación sea detectado por el equipo. Es decir, que a menor valor de CT, 

mayor es la concentración de sustrato con el que se inicia la reacción. Los 

valores de CT  fueron normalizados usando la amplificación del gen celular 

gapdh como control interno. Se realizó un análisis de disociación de los 

productos de PCR para confirmar la especificidad de la reacción.  

 El CT de cada muestra fue calculado en el límite fluorescencia (Rn) 

determinado automáticamente al utilizar el 5.700 SDS software (PerkinElmer). 

Para ambos pares de primers la linealidad de la señal de fluorescencia de la 
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amplificación fue determinada por un amplio rango de diluciones seriadas de 

ADNc de referencia que cubre el rango de concentraciones en el cual espera 

encontrarse la muestra. Se encontró una clara correlación entre la cantidad 

de ADNc y el CT por lo menos por la duración de 40 ciclos de RT-PCR. La 

expresión del gen blanco NP se normalizó contra la expresión del gen control 

gapdh. Los resultados se expresan como cantidades relativas (QR) para 

comparación entre las distintas muestras. Las UA se definen como los niveles de 

expresión relativos de las células tratadas respecto al de las células control. 

CT : n ciclos de PCR 

ΔCT : es la diferencia entre el promedio de los valores de CT de las 

muestras de interés (NP) y los valores de CT de los controles internos (gapdh) 

(ΔCT= CTNP - CT gapdh) 

ΔΔCT : es la diferencia entre los promedios de ΔCT para el gen de interés 

entre la condición control (células infectadas, no tratadas) y el promedio de 

los valores CT de cada muestra tratada (ΔΔCT = ΔCT NP de células controles - 

ΔCT NP de células tratadas con los compuestos) 

QR (cantidad relativa): 2 – ΔΔCT  

Para estas reacciones de amplificación por PCR en tiempo real se 

utilizaron primers específicos para el gen NP/JUNV o para el gen celular gapdh:  

-vN (N186): 5’ GGCATCCTTCAGAACATC 3’. 

Primer complementario a las secuencias del ARNm viral y ARN S 

antigenómica ubicadas en el extremo 5’del ARNm de NP. 

-vcN (Arena): 5’CGCACAGTAAGGGGATCCTAGGC 3’.  

Primer complementario a las secuencias ubicadas en los extremos 3’ del 

ARN S genómico y 5’ del ARN S antigenómico de la mayoría de los 

arenavirus. 

-GAPDH F: 5’ GTTGCCATCAATGACCCCTTCATTG 3’. 

-GAPDH R: 5’ CAGCCTTCTCCATGGTGGTG 3’.  

 

Los resultados de las amplificaciones fueron validados basados en las 

curvas de disociación generados al final del ciclado de la PCR, barriendo 

temperaturas de 60°C a 95°C mientras continúa la colección de los datos de 

fluorescencia. Además, luego de la colección de datos la pureza de cada 

amplificación fue confirmada por electroforesis en geles de agarosa. Cada 
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muestra fue analizada en duplicados junto con standards y controles sin 

moldes para monitorear el ADN contaminante.  

 

14. CONSTRUCCION DE LOS PSEUDOTIPOS RETROVIRALES 

 

Se utilizó la construcción de empaquetamiento CMV-Gag-Pol MLV 

(murine leukemia virus), codificando los genes de gag-pol de MLV, y el 

plásmido MLV-Luc, que codifica un vector de transferencia basado en MLV 

conteniendo una unidad transcripcional interna CMV-Luciferasa (Negre y col., 

2000) y el vector de expresión pcDNA3.1 GFP-myc que codifica para la GPC 

del JUNV. Para generar las partículas pseudovirales de JUNV, se transfectaron 

las células 293T con los vectores de expresión que codifican para los 

componentes virales: el vector de expresión de la GPC del JUNV pcDNA3.1-

GPC (2,7µg), la construcción que codifica para las proteínas de 

empaquetamiento MLV Gag-Pol (8,1 µg) y el vector de transferencia MLV-Luc 

(8,1 µg), utilizando el protocolo de transfección provisto por el proveedor 

(Exgen, Fermentas). Se reemplazó el medio por OptiMEM previo a la 

transfección. 72 hs post-transfección se cosecharon los sobrenadantes y se 

filtraron a través membranas de 0,45µm. 

 

15. TRANSFECCION DE LAS CONSTRUCCIONES DE MUTANTES DOMINANTES 

NEGATIVAS 

 

Cultivos de células Vero fueron crecidos en cubreobjetos en placas de 

24 cavidades. Cuando alcanzaron aproximadamente un 50% de confluencia 

fueron transfectados con las construcciones de los plásmidos que codifican las 

proteínas salvajes o mutantes dominantes negativas de Eps15, dinamina II 

(provistas por el Dr. Whittaker, Cornell University, Ithaca, NY) Rab5 o Rab7 

(provistas por la Dra. Colombo, Universidad del Cuyo, Mendoza) fusionadas a 

la proteína verde fluorescente (GFP). Las transfecciones se realizaron utilizando 

Lipofectamina 2000 (Invitrogen) según las indicaciones del proveedor: 1µg de 

cada preparación de los plásmidos, obtenida utilizando el kit de extracción de 

DNA plasmídico de Promega, fue diluida en 50 µl de OptiMEM y se dejo 

reposar durante 10 min a temperatura ambiente. Al mismo tiempo se diluyó 1 µl 
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del reactivo Lipofectamina en 50 µl de OptiMEM. Pasados los 10 min de 

incubación se preparo la mezcla de transfección combinando los 50 µl de la 

solución conteniendo el ADN con los 50 µl de la solución conteniendo la 

Lipofectamina. Esta se dejo reposar durante 20 min a temperatura ambiente 

para permitir la formación de los complejos de ADN-Lipofectamina. Durante el 

periodo de las incubaciones se reemplazo el medio de cultivos de las células 

por 300 µl de OptiMEM. Pasados los 20 min de incubación los 100 µl de mezcla 

de transfección conteniendo los complejos ADN-Lipofectamina fueron 

agregados a una cavidad de una microplaca de 24 cavidades. Estas células 

fueron incubadas durante 24 hs a 37°C, pasado este tiempo las células fueron 

infectadas con JUNV a una m.i. de 1 durante 1 hora a 37°C. Luego se retiró el 

inóculo y se reemplazó por MM durante 24 hs para permitir la replicación viral. 

A las 24 hs post-infección los cultivos infectados o control sin infectar fueron 

fijados para IFI citoplasmática con metanol. Se realizó la IFI como se indicó 

anteriormente contra la NP viral, pero en este caso el anticuerpo secundario 

anti IgG de cabra utilizado se encuentra acoplado a TRITC, para permitir 

distinguir las transfecciones con la GFP de la infección con en este caso se 

verá como roja. Los cultivos fueron examinados utilizando un microscopio 

Olympus BX51. La cuantificación se realizó tomando 100 células transfectadas 

por cada preparado y se contó la cantidad de células infectadas. Así se 

tomaron como positivas las células transfectadas e infectadas mientras que las 

negativas fueron aquellas células transfectadas que no presentaron antígeno 

virales.  

 

16. ANALISIS DE DATOS 

 

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado y repetidos al 

menos 3 veces. Los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente 

calculando las medias aritméticas y los errores estándar para cada punto.  
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1. ESTUDIO DE LA VIA DE ENTRADA UTILIZADA POR EL VIRUS JUNIN EN CELULAS 

VERO 

 

1.1 Rol de la endocitosis mediada por clatrina en la entrada del JUNV  

 

Para cumplir con el primer objetivo propuesto, estudiar los pasos tempranos 

en la replicación del virus Junín, se empleó la línea celular Vero. Esta línea es 

utilizada de rutina para  la producción del virus Junín y la mayoría de los 

arenavirus, en ella se han realizado la mayoría de las caracterizaciones del ciclo 

de multiplicación in vitro ya que es fácilmente cultivable y en ella se alcanzan 

valores de producción viral altamente aceptables. Se estudiaron los pasos 

tempranos en la infección por JUNV utilizando compuestos que inhiben 

específicamente las distintas vías de entrada. En estudios previos (Martinez y col., 

2007), se evaluó el rol de la endocitosis mediada por clatrina pretratando las 

células con clorpromacina (CPZ), la cual actúa desestabilizando la red de clatrina 

subyacente a la membrana plasmática previniendo así la formación de las 

vesículas (Wang y col., 1993). También fue evaluado el efecto del pretratamiento 

con medio hipertónico utilizando sacarosa en altas concentraciones, lo que 

resulta en la disociación de las vesículas de clatrina de la membrana plasmática 

(Hansen y col., 1993, Heuser y col., 1989), obteniendo resultados similares a los que 

obtuvimos utilizando CPZ. Estos resultados indicaron que los tratamientos con 

compuestos que inhiben la endocitosis mediada por vesículas recubiertas con 

clatrina, inhibieron la entrada del JUNV, lo que pudo verse reflejado en la 

disminución de la expresión de la NP, sugiriendo que el JUNV utiliza esta vía de 

entrada para su internalización en las células Vero. Al realizar los mismos 

tratamientos y procesar las células para Western blot, se obtuvieron los mismos 

resultados: la expresión de la NP del JUNV se vió inhibida al pretratar las células 

con CPZ o sacarosa. Además fue investigado el efecto de la CPZ y la sacarosa en 

células infectadas con distintas m.i.: 5 y 0,5. Se ha visto en trabajos anteriores que 

al infectar con una m.i. mayor a 1 muchos virus pueden utilizar una vía de entrada 

alternativa. Por este motivo, se estudió el efecto de los compuestos por IFI para 

cuantificar el nivel de infección a cada m.i. La CPZ redujo la infección viral a 
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ambas m.i. pero a una m.i=5 solamente hubo un 50% de inhibición, indicando que 

a altas m.i. otra vía de entrada estaría siendo utilizada.  

El siguiente objetivo fue analizar en qué etapa temprana estaba actuando 

la CPZ, ya que los experimentos hasta ahora realizados indicaron que esta vía 

está involucrada en el ciclo de replicación y probablemente en una etapa 

temprana, pero no puede discriminarse si el compuesto ejerce su efecto en la 

adsorción del virus a su receptor celular o durante la internalización del mismo. Por 

lo tanto, a continuación se realizaron ensayos con el JUNV marcado con  35S-

metionina para determinar la cinética de adsorción y penetración, bajo las 

mismas condiciones de tratamiento con la CPZ e infección utilizadas en los 

ensayos previos.  Como puede observarse en la figura 17A cuando la vía en 

entrada dependiente de vesículas recubiertas por clatrina está siendo alterada 

por la CPZ, la adsorción del virión marcado no se ve alterada. Por el contrario,  los 

niveles de radioactividad, que representan la internalización del virus a la célula, 

mostraron una disminución significativa al compararse con los cultivos controles 

(Fig. 17B). Estos resultados proporcionaron mayor información sobre la etapa 

temprana del ciclo de replicación del JUNV en la cual la CPZ estaba actuando. Es 

decir que la vía dependiente de clatrina juega un rol esencial en la internalización 

del JUNV, pero no en su adsorción a su receptor celular.  

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 17- Cinéticas de adsorción y penetración. Monocapas de células Vero fueron 
crecidas durante 48 hs y luego se pretrataron con CPZ 40 M o con MM en el caso del 
control. Para la adsorción (A), luego del pretratamiento se infectaron las células con JUNV 
marcado radioactivamente a 4ºC. Se fueron procesando las células a distintos tiempos 
como se detalla en materiales y métodos. En el caso de la cinética de internalización (B), 
luego del pretratamiento y la adsorción por un período de 60 minutos a 4ºC, los cultivos 
fueron incubados a 37ºC para permitir la internalización del JUNV. A distintos tiempos 
procesaron según lo detallado en materiales y métodos. 
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Estos ensayos reafirman la idea de que la vía de entrada por vesículas 

recubiertas por clatrina es utilizada por el JUNV, pero al ser la CPZ un compuesto 

que puede presentar efectos pleiotrópicos sobre las células necesitamos 

determinar de forma más directa esta interacción.  Es por esto que para continuar 

con el estudio, y determinar el destino de las partículas virales durante la infección 

temprana se utilizó microscopia electrónica. Se incubaron las células Vero con 

partículas de JUNV, preparadas por protocolos de concentración (ver materiales 

y métodos) para alcanzar una m.i. de 50 UFP/célula, a 4°C durante 60 min. Esta 

infección a baja temperatura permite que los viriones puedan adsorberse a las 

células pero no internalizarse. A continuación las células infectadas se incubaron 

a 37°C durante 15 min y luego fueron procesadas para microscopia electrónica 

de transmisión (MET). Los viriones fueron claramente identificados por su 

morfología: se observaron partículas  ovaladas, con un diámetro promedio entre 

80 y 120 nm, lo cual es comparable con el tamaño reportado previamente para 

JUNV y otros arenavirus (Fig. 18A) (Borrow y Oldstone, 1994, Murphy y col., 1970). 

Se observó  que la entrada es un proceso asincrónico: todas las fotos de la figura 

18 corresponden a diferentes estadios de la internalización del virus, aunque todas 

ellas fueron tomadas luego de 15 min de incubación a 37°C. El primer contacto 

del virus con la célula se observó en depresiones electrodensas de la membrana, 

como puede observarse en la figura 18B. Estas depresiones, corresponden a 

membranas recubiertas por clatrina (Marsh y Helenius, 1980, Matlin y col., 1982). 

Más aún, todas las partículas virales endocitadas fueron observadas dentro de las 

vesículas recubiertas por clatrina (Fig.  18C y D).  
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Figura 18- Análisis ultraestructural de la entrada del JUNV a células Vero. Las células Vero 
fueron incubadas con JUNV concentrado (m.i.=50) durante 60 min a 4°C. La infección fue 
iniciada al elevar la temperatura a 37°C. Pasados 15 min a 37°C las células se lavaron en 
PBS y se fijaron en glutaraldehído 2%. Se realizaron cortes de secciones finas para su 
análisis ultraestructural por MET. (A) Población de JUNV fuera de las células Vero (B) 
Absorción de las partículas de JUNV a la membrana plasmática. (C) Entrada del JUNV en 
superficies recubiertas por clatrina, (D) finalmente internalización dentro de una vesícula 
recubierta por clatrina. La barra representa 200 nm. 

 

1.2 Rol de la vía de entrada dependiente de caveolas 

 

El colesterol es un componente dominante de los microdominios de 

membrana enriquecidos en colesterol y esfingolípidos (“lipid raft”), los cuales 

están involucrados en la formación de las caveolas. Se ha demostrado que la 

depleción del colesterol de la membrana con  MCD  o  el “secuestro” del mismo 

con drogas que se unen al colesterol como la NT, impiden la formación de las 

caveolas (Sieczkarski y Whittaker, 2002a). La efectividad de estos compuestos fue 

examinada midiendo la entrada de la subunidad B de la toxina colérica 

acoplada a FITC (FICT-CTx), dado que esta toxina ingresa por esta vía (Orlandi y 

col., 1998). En estudios realizados durante la tesis de licenciatura, las células fueron 

pretratadas con NT o MCD y luego fueron infectadas. La entrada del  JUNV no 
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fue afectada por el pretratamiento con NT o MCD, indicando que no sería 

necesaria la integridad de los raft en las etapas tempranas del ciclo de 

replicación del JUNV. 

Como fue mencionado en la sección A1, a altas m.i. el JUNV estaría 

usando otra vía de entrada alternativa, es por esto que también estudiamos por 

IFI el efecto de la NT en células infectadas con distintas m.i. del JUNV. Se 

infectaron células Vero con dos m.i distintas, 5 y 0,5. En estos ensayos se observó 

que la infección por el JUNV no fue afectada a ninguna de las m.i. utilizadas 

cuando los cultivos fueron pretratados con NT. Esto indica que la otra vía utilizada 

a altas m.i. no sería dependiente del colesterol presente en la membrana 

plasmática.  

Para continuar con estos estudios y confirmar los resultados obtenidos se 

realizaron ensayos de adsorción y penetración. Los niveles de radiactividad 

representativos de la adsorción (Fig. 19A) e internalización (Fig. 19B) de JUNV a las 

células Vero, en presencia de los compuestos no mostraron una reducción 

significativa respecto al control celular. Estos resultados indican que la 

perturbación de los rafts lipídicos no afecta las etapas tempranas del ciclo de 

replicación del JUNV.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19- Cinéticas de adsorción y penetración. Monocapas de células Vero fueron 
crecidas durante 48 hs y luego se pretrataron con NT 40 M o con medio en el caso del 
control. Para la adsorción (A), luego del pretratamiento se infectaron las células con JUNV 
marcado radioactivamente a 4ºC. Se fueron procesando las células a distintos tiempos 
como se detalla en materiales y métodos. En el caso de la cinética de internalización (B) 
luego del pretratamiento y la adsorción por un período de 60 minutos a 4ºC, los cultivos 
fueron incubados a 37ºC para permitir la internalización del JUNV. A distintos tiempos se 
procesaron según lo detallado en materiales y métodos. 
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2. ANALISIS DE LAS PROTEINAS CELULARES INVOLUCRADAS EN LA ENTRADA 

DEL VIRUS JUNIN EN CELULAS VERO 

 

2.1 Rol de la proteína celular Eps-15 en la entrada del JUNV 

 

Se utilizó la expresión de proteínas dominantes negativas como inhibidores 

moleculares específicos para confirmar la entrada del JUNV en vesículas 

recubiertas por clatrina. La proteína Eps-15 es esencial en el proceso de 

endocitosis dependiente de vesículas recubiertas por clatrina. Esta proteína se 

encuentra organizada en 3 dominios: el N-terminal (DI) que contiene los tres 

dominios EH, involucrados en la interacción proteína-proteína, el dominio central 

(DII) y el dominio C-terminal  (DIII) que contiene los sitios de unión al complejo 

adaptador de la membrana plasmática AP-2. Se ha propuesto que Eps-15 actúa 

como un puente entre AP-2 y otras proteínas a través del dominio EH en el 

proceso de formación de las vesículas recubiertas con clatrina. Por este motivo 

utilizamos la forma dominante negativa de la Eps-15, EH29, la cual expresa una 

forma de Eps-15 que no posee el segundo ni el tercer dominio EH, característica 

que interfiere específicamente con la formación de vesículas recubiertas con 

clatrina en la membrana plasmática  (Benmerah y col., 1998). Se realizaron 

infecciones con el JUNV en células que expresan la versión dominante negativa 

de Eps-15, EH29, fusionada a GFP (Green Fluorescent Protein): GFP EH29. Además 

se utilizó una construcción que no afecta la formación de vesículas recubiertas 

como control (GFP DIIIΔ2). Con este fin se transfectaron transientemente células 

Vero con cada una de las construcciones y a las 24 hs post transfección las 

células fueron incubadas con JUNV a una m.i. de 1 durante 60 min a 37°C.  

Pasadas las 24 hs p.i. las células se fijaron y procesaron para IFI citoplasmática. Se 

examinaron las muestras por microscopia de fluorescencia y se seleccionaron 

para la cuantificación las células que expresaban niveles similares de proteínas 

marcadas con GFP. El porcentaje de infección en las células expresando el 

transgen fue determinado cuantificando las células que expresan el antígeno viral 

NP.  

 



                                                                                                                                Capítulo I 
 

70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20- Rol de la Eps-15 en la entrada del JUNV en células Vero. Las células Vero fueron 
transfectadas con la forma control de la Eps-15 (DIIIΔ2) o su mutante dominante negativa 
(EH29). 24 h post transfección, las células fueron infectadas con JUNV (m.i.=1). Luego de 24 
hs las células fueron fijadas y la infección se analizó por IFI utilizando un anticuerpo 
monoclonal contra la NP y un anticuerpo anti-ratón secundario conjugado a rodamina 
(rojo) (Panel A). En el panel B, luego de la transfección con la proteína salvaje o su 
mutante dominante negativa, las células se incubaron con tfn-TRITC. La cuantificación de 
los datos se muestra en el panel. Para la cuantificación se tomaron 100 células con un 
nivel similar de expresión del transgen, determinado por intensidad de GFP, y se 
cuantificaron las células positivas para el antígeno viral (n=3) (media ± SD).  

 

 

Como se observa en la figura 20 panel A, las células transfectadas con 

GFP-DIIIΔ2 mostraron un patrón de infección con la NP citoplasmática y 

puntillada, como en las células control sin transfectar, indicando que la infección 

no estaba siendo alterada en presencia del plásmido control y además la 

cantidad de células positivas se mantuvo similar al control. Por el contrario, las 

células que expresan la proteína dominante negativa Eps-15 EH29 mostraron una 

disminución significativa de la infección por JUNV, proporcionando más evidencia 

sobre la dependencia del camino de entrada dependiente de clatrina para la 

internalización del JUNV.  Como control del efecto de la mutante Eps-15 EH29 se 

transfectaron células Vero con las proteína control o la dominante negativa y a 
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las 24 hs post transfección se incubaron las células durante 60 min con tfn 

conjugada con rodamina. Se analizó la internalización de la tfn por fluorescencia 

directa de la tfn. Como se observa en la figura 20 panel B, la tfn marcada fue 

correctamente internalizada en las células transfectadas con el plásmido control 

EPS15 DIIIΔ2, mientras que su internalización se encuentra afectada en las células 

que expresan la proteína dominante negativa EPS15EH29. 

 

2.2 Rol de la proteína celular Dinamina II en la entrada del JUNV 

 

Se continuó el estudio de las proteínas celulares involucradas en el proceso 

endocítico del JUNV, analizando la dependencia de la GTPasa celular Dinamina II 

(Din II) en la entrada del JUNV. Existen 3 genes en células de mamíferos que 

codifican para la Din I, II y III respectivamente (Gray y col., 2003). Estos 3 genes son 

expresados en tejido de cerebro de mamíferos y producen más de 27 isoformas 

por splicing alternativo. La segunda isoforma, conocida como Din II es la única 

que se expresa ubicuamente,  presenta un 79% de homología con la Din I (Cook y 

col., 1994). Ha sido previamente demostrado que la Din I participaría de funciones 

neuronales específicas, como el reciclaje sináptico, mientras que la Din II media la 

internalización convencional por clatrina y por caveolas (Gray y col., 2003; Henley 

y col., 1998), pero hasta el momento la función y localización específica de la Din 

III aún se encuentra indefinida. Fue demostrado que la sobreexpresión de una 

mutante defectiva de la GTPasa dinamina, pero no la sobreexpresión de la 

proteína salvaje bloquea la endocitosis en el estadío posterior al ensamblaje de la 

envoltura pero previo al secuestro de los ligandos unidos a los receptores dentro 

de vesículas cubiertas (van der Bliek y col., 1993). Estos estudios concluyeron que 

la sobreexpresión de la mutante de dinamina defectiva en la unión e hidrólisis del 

GTP inhibe la constricción y liberación de la vesícula. 

 Se realizaron ensayos utilizando plásmidos que codifican la expresión de la 

proteína mutante dominante negativa K44A, previamente descripta por inhibir la 

función de la dinamina celular tanto de tipo I como de tipo II, bloqueando así la 

endocitosis dependiente de clatrina como de caveolas (Damke y col., 1994). Se 

transfectaron las células Vero con los plásmidos correspondientes a la proteínas 
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Din II salvaje o su correspondiente dominante negativo K44A. A las 24 hs post-

transfección se infectaron las células tranfectadas con JUNV (m.i.=1), se prosiguió 

la infección durante 24 hs y los cultivos se fijaron para IFI citoplasmática. Se 

examinaron las muestras por microscopia de fluorescencia y se seleccionaron 

para la cuantificación las células que expresaban niveles similares de proteínas 

marcadas con GFP. El porcentaje de infección en las células expresando el 

transgen fue determinado cuantificando las células que expresan el antígeno viral 

NP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21- Rol de la Dinamina II en la entrada del JUNV en células Vero. Las células Vero 
fueron transfectadas con la forma control de la Din II o su mutante dominante negativa 
K44A. 24 h post transfección, las células fueron infectadas con JUNV (m.i.=1). Luego de 24 
hs las células fueron fijadas y la infección se analizó por IFI utilizando un anticuerpo 
monoclonal contra la NP y un anticuerpo anti-ratón secundario conjugado a rodamina 
(rojo) (Panel A). En el panel B, luego de la transfección con la proteína salvaje o su 
mutante dominante negativa, las células se incubaron con tfn-TRITC. La cuantificación de 
los datos se muestra en el panel. Para la cuantificación se tomaron 100 células con un 
nivel similar de expresión del transgen, determinado por intensidad de GFP, y se 
cuantificaron las células positivas para el antígeno viral (n=3) (media ± SD).  
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Como se observa en el panel A de la figura 21, las células transfectadas 

con Din II salvaje mostraron un patrón de infección con la NP citoplasmática y 

puntillada, como en las células control sin transfectar, indicando que la infección 

no estaba siendo alterada en presencia del plásmido control y además la 

cantidad de células positivas se mantuvo similar al control. Por el contrario, las 

células que expresan la proteína dominante negativa K44A mostraron una 

disminución significativa de la de infección por JUNV, indicando la necesidad de 

esta proteína celular para la correcta internalización del JUNV. Como control del 

efecto de la mutante K44A se analizó la internalización de la tfn conjugada con 

rodamina en células transfectadas. Como se observa en la figura 21, panel B la tfn 

fue correctamente internalizada en las células transfectadas con el plásmido 

control de la dinamina, mientras que su internalización se  encuentra afectada en 

las células que expresan la proteína dominante negativa K44A. 

 

2.3 El JUNV viaja a través de endosomas tempranos y alcanza a los tardíos. 

 

El estudio prosiguió analizando el camino explotado por el virus una vez 

que ha sido internalizado. Trabajos previos indican que la replicación del JUNV es 

dependiente de la acidificación endosomal y mediante ensayos de fusión se 

demostró que el pH 5 sería el óptimo para mediar la fusión (Castilla y col., 1994). 

Sin embargo, hasta el momento no habían sido estudiados los endosomas 

involucrados en el proceso de internalización y fusión del JUNV. Basados en los 

requerimientos de pH para la fusión del JUNV, se esperaba que la fusión con la 

membrana endosomal ocurra en los endosomas tardíos. El pH alcanzado por los 

endosomas tempranos es entre 6,2 y 6,5 mientras que los endosomas tardíos 

alcanzan un pH entre 5 y 6 (Guiducci y col., 2006; Maxfield y McGraw, 2004). Estos 

endosomas son evidenciados por la presencia de las proteínas celulares Rab5 y 

Rab7 respectivamente, pertenecientes a la familia de pequeñas GTPasas Rab, las 

cuales controlan distintos pasos del transporte intracelular. Con el objetivo de 

analizar el rol de las mismas en el camino endocítico del JUNV, se utilizaron 

mutantes de expresión dominantes negativas de las mismas. En el caso de Rab5 

se utilizó la mutante S34N-Rab5, construida en base a la mutante dominante de 
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p21-ras S17N, la cual presenta mayor afinidad por el GDP. Por este motivo, la 

sobreexpresión de la misma induce a la acumulación de vesículas muy pequeñas 

e inhibe la endocitosis de la tfn. Además fue demostrado que esta proteína inhibe 

la fusión entre los endosomas tempranos in vitro, ya que el GTP es necesario en un 

paso previo a la fusión de la membrana y su hidrólisis por Rab5 inactiva a la 

proteína (Stenmark y col., 1994). La GTPasa Rab7 es otro miembro de esta familia, 

encontrada en endosomas tardíos (Zuk y Elferink, 1999) y está implicada en el 

transporte desde los compartimentos endocíticos tempranos a los tardíos (Ohashi 

y col., 1999). Además Rab7 está presente en compartimentos conectados a los 

lisosomas (Meresse y col., 1995) y se ha postulado que esta proteína controlaría el 

agregado y fusión de endosomas tardíos/lisosomas (Bucci y col., 2000). Se utilizó la 

mutante dominante negativa T22N-Rab7, la cual presenta mayor afinidad por el 

GDP, haciendo que la sobreexpresión de la misma cause la acumulación de la tfn 

en endosomas tempranos y reduzca la fusión de endosomas tempranos con 

tardíos (Feng y col., 1995).   

Se transfectaron las células Vero con los plásmidos correspondientes a la 

proteínas Rab5 o Rab7 salvaje o su correspondiente dominantes negativas S34N-

Rab5 o T22N-Rab7. A las 24 hs post-transfección se infectaron las células 

transfectadas con JUNV (m.i.=1), se prosiguió la infección durante 24 hs y los 

cultivos se fijaron para IFI citoplasmática. Se examinaron las muestras por 

microscopia de fluorescencia y se seleccionaron para la cuantificación las células 

que expresaban niveles similares de proteínas marcadas con GFP. El porcentaje 

de infección en las células expresando el transgen fue determinado 

cuantificando las células que expresan el antígeno viral NP. Como se observa en 

la figura 22 las células transfectadas con las Rab5 o 7 salvajes mostraron un patrón 

de infección con la NP citoplasmática y puntillada, como en las células control sin 

transfectar, indicando que la infección no estaba siendo alterada en presencia 

del plásmido control. Además la cantidad de células positivas se mantuvo similar 

al control. Por el contrario, las células que expresan la proteína dominante 

negativa S34N-Rab5 o T22N-Rab7 mostraron una disminución significativa de la de 

infección por JUNV, indicando la necesidad de estas proteínas celulares para la 

correcta internalización del JUNV.   
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Figura 22- Rol de Rab 5 y 7 en la entrada del JUNV en células Vero. Las células Vero fueron 
transfectadas con la forma control de la Rab5 o Rab7 o sus respectivas mutantes 
dominantes negativa S34N-Rab5 0 T22N-Rab7. A las 24 h post transfección, las células 
fueron infectadas con JUNV (m.i.=1). Luego de 24 hs las células fueron fijadas y la 
infección se analizó por IFI utilizando un anticuerpo monoclonal contra la NP y un 
anticuerpo anti-ratón secundario conjugado a rodamina (rojo). La cuantificación de los 
datos se muestra en el panel. Para la cuantificación se tomaron 100 células con un nivel 
similar de expresión del transgen, determinado por intensidad de GFP, y se cuantificaron 
las células positivas para el antígeno viral (n=3) (media ± SD).  
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3. ESTUDIO DE LA INTERACCION DEL JUNV CON LOS FILAMENTOS DE ACTINA 

 

3.1 Caracterización del sistema celular utilizado 

 

3.1.1 Determinación de la de viabilidad celular en presencia de 

compuestos que alteran los microfilamentos. 

 

Con el fin de estudiar la participación de los microfilamentos en las etapas 

tempranas del ciclo de multiplicación de JUNV se indujo la desorganización de 

esta red del citoesqueleto utilizando los compuestos Citochalasina D (CitD), 

Latrunculina A (LatA) y Jasplakinolida (Jas). Seleccionamos inhibidores que 

causan despolimerización o estabilización de los filamentos. El mecanismo de 

acción de los compuestos, junto con la concentración final utilizada de cada 

uno, se observan en la tabla 3. 

 

Tabla 3- Agentes que desorganizan el citoesqueleto de actina. Modo de acción y 
concentración final utilizada. 

 

La actividad metabólica de los cultivos se tomó como signo de viabilidad 

evaluándose por el método del MTT, bajo las condiciones de cada uno de los 

tratamientos (ver materiales y métodos) (Tabla 3). Al mismo tiempo, se observaron 

los cultivos al microscopio óptico durante todos los períodos de tratamiento y en 

cada uno de los experimentos. Los cultivos fueron sembrados y crecidos hasta 

alcanzar confluencia sobre vidrios cubiertos con poli-L-lisina, para favorecer la 

adhesión ya que las células al ser tratadas con los compuestos muestran una 

Blanco Inhibidor Conc.  

(µM) 

Mecanismo de acción 

Microfilamentos Latrunculina A 

(Morton y col., 2000) 

5 Se une a la G-actina y previene la 

polimerización 

 Citochalasina D 

(Stossel, 1989) 

2 Se une a la F-actina y previene la 

polimerización 

 Jasplakinolida 

(Bubb y col., 1994) 

0,5 Se une a la F-actina y estabiliza los 

filamentos. 
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alteración morfológica que propicia su desprendimiento de la superficie a la cual 

se adhieren. Las monocapas fueron tratadas con estos compuestos durante 90 

min utilizando concentraciones crecientes  dependiendo de cada uno de ellos y 

teniendo en cuenta datos de bibliografía (Ver tabla 1). La tabla 4 muestra los 

valores de viabilidad para la línea celular Vero correspondientes a las 

concentraciones de cada uno de los compuestos ensayadas. 

 

Concentración de los compuestos 

Cit D 0 µM 

100 % 

1 µM 

100% (± 1,2) 

1,5 µM 

97,7% (± 0,9) 

2 µM 

93%(± 1,7) 

2,5 µM 

90%(± 1,5) 

Lat A 

 

0 µM 

100% 

1 µM 

99% (± 0,8) 

2 µM 

98,3(± 1,2) 

5 µM 

95,5(± 1,4) 

7 µM 

93,5(± 1,7) 

Jas 

 

0 µM 

100% 

0,1 µM 

98,3% 

0,3 µM 

97,7% 

0,5 µM 

96,3% 

0,7 µM 

88,3% 

 
Tabla 4. Viabilidad celular. Cultivos de células Vero crecidos en monocapas fueron 
tratados durante 90 min con distintas concentraciones de los compuestos. Al finalizar el 
tratamiento se determinó la viabilidad por el método de MTT en un lector de ELISA. El 
porcentaje se calculó con respecto a controles sin tratar. 

 

Como se puede observar la viabilidad disminuye de manera dependiente 

de la dosis del compuesto ensayado. Los cultivos mostraron se susceptibles al 

tratamiento, lo cual se observó al microscopio óptico como una morfología 

redondeada en concentraciones superiores a 2 µM para la Cit D, 5 µM para la Lat 

A o 0,5 µM para la Jas.  

 

3.1.2. Efecto de los compuestos sobre el citoesqueleto 

 

La acción de estos compuestos sobre los elementos del citoesqueleto se ha 

descripto en trabajos anteriores, sin embargo para corroborar y caracterizar su 

efecto en nuestro sistema, se determinó la integridad estructural de los 

microfilamentos mediante la técnica de IFI. Los cultivos controles y tratados con 

los distintos compuestos en sus concentraciones adecuadas fueron crecidos sobre 

cubreobjetos tratados con poli-L-lisina y fijados luego del tratamiento. Fueron 
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evidenciados los microfilamentos con el intercalante de actina, faloidina 

conjugada a FITC. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Acción de los compuestos sobre los filamentos de actina. Cultivos de células 
Vero fueron incubados durante 90 min en ausencia o presencia de los compuestos: A-
control sin tratar, B-tratamiento con Cit D (2 µM), C-tratamiento con Lat A (5 µM) y D-
tratamiento con Jas (0,5 µM). Los cultivos se lavaron con PBS, y se fijaron con formaldehido 
como se describió en materiales y métodos. Los filamentos se revelaron incubando con 
faloidina conjugada con FITC. Datos específicos de la tinción en materiales y métodos. 
Aumento X1000. 
 

En la figura 23 se muestran las fotografías representativas que 

corresponden al efecto de los distintos compuestos sobre los filamentos de actina. 

Como puede observarse los delgados filamentos de actina forman una red 

adyacente a la membrana plasmática en células Vero comparable a los 

descriptos para otros sistemas celulares (Fig. 23A). Cuando los cultivos se trataron 

con Cit D el patrón de IFI se alteró completamente. La figura 23B  muestra una 

evidente desaparición de los filamentos de actina, principalmente de los 

citoplasmáticos, luego de 90 min de tratamiento. Las fibras de F-actina 

citoplasmáticas se vieron gravemente alteradas y la actina libre se asoció 

formando cúmulos en el citoplasma, mientras que la morfología celular no se vio 

alterada. Como ha sido previamente descripto, la Cit D no desorganiza 

totalmente los microfilamentos sino que como puede observarse en la figura 23B 

los filamentos corticales quedan prácticamente intactos (Stossel, 1989). Como 
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estos filamentos son los que se encuentran más relacionados con la 

internalización del virus, se estudió otro compuesto que posee propiedades 

depolimerizantes del citoesqueleto de actina, actuando principalmente sobre los 

filamentos corticales. Utilizamos LatA, compuesto que interactúa con la actina 

globular libre impidiendo su unión a los filamentos y por ende, propicia la 

despolimerización de los filamentos tanto citoplasmáticos como corticales. Como 

puede observarse en la figura 23C, luego de 90 min de tratamiento con LatA 

tanto los filamentos corticales como citoplasmáticos desaparecieron y en su lugar 

se observaron los característicos cúmulos de actina.  

Con el objetivo de estudiar el efecto causado en la célula, por un 

compuesto que altere el cambio dinámico y constante del citoesqueleto de 

actina, las células Vero fueron tratadas con Jasplakinolida (Jas). La Jas es un 

compuesto que se une y estabiliza los polímeros de actina, vinculando 

subunidades adyacentes entre sí (Bubb y col., 1994). Tratando a las células Vero 

durante 90 min con una dosis no tóxica del compuesto (0,5 µM), se observaron 

agregados de actina y casi completa desaparición de la F-actina, comparada 

con las células control (Fig. 23D). 

En algunos casos al afectar el citoesqueleto de actina, se observaron 

cambios morfológicos en las células, y aunque la viabilidad celular se mantiene 

sobre el 90% en las concentraciones y tiempos ensayados,  nos preguntamos si 

estas células serían capaces de revertir el efecto causado por el compuesto.  

Para evaluar la capacidad de las células de recuperarse luego de retirar el 

compuesto del medio, los cultivos celulares fueron tratados durante 90 min en 

presencia de la concentración adecuada del compuesto, pasado este tiempo se 

realizaron lavados exhaustivos con PBS con calcio y magnesio. Las células fueron 

fijadas 2 hs pasado el tratamiento y se realizaron las marcaciones 

correspondientes a cada componente del citoesqueleto.  Como se observa en la 

figura 24, luego de 90 min. con medio sin el compuesto, las células no solamente 

recuperaron la morfología sino también la red de filamentos.  
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Figura 24. Recuperación del citoesqueleto de actina luego del tratamiento con los 
compuestos. Cultivos de células Vero fueron incubados durante 90 min en ausencia o 
presencia de los compuestos: A-control sin tratar, B-tratamiento con Cit D (2 µM), C-
tratamiento con Lat A (5 µM) y D-tratamiento con Jas (0,5 µM). Los cultivos se lavaron con 
PBS, y se incubaron con MM durante 90 min. Pasado este tiempo se fijaron con 
formaldehido como se describió en materiales y métodos. Los filamentos se revelaron 
incubando con faloidina conjugada con FITC. Datos específicos de la tinción en 
materiales y métodos. Aumentos x 1000. 
 
 

3.2. CARACTERIZACION DE LA ACCION DE LOS COMPUESTOS QUE 

DESORGANIZAN EL CITOESQUELETO DE ACTINA SOBRE CULTIVOS INFECTADOS 

 

3.2.1. Efecto de la desorganización de los filamentos de actina sobre la 

producción de partículas infecciosas 

 

Una vez determinado el efecto de los compuestos sobre el citoesqueleto y 

teniendo en cuenta su efecto sobre la viabilidad celular se ensayaron los distintos 

compuestos sobre el sistema viral (Fig. 25). Se trataron las monocapas con 

concentraciones crecientes de cada uno de los compuestos durante 30 min, y 

luego se infectaron con JUNV (m.i.=1) en presencia de las correspondiente 

concentraciones del compuesto. Luego de la infección los cultivos fueron 

incubados con MM, se cosecharon los sobrenadantes a las 24 hs  p.i. y se titularon 

por el método de UFP.  
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Figura 25. Efecto de los compuestos que desorganizan el citoesqueleto de actina en la 
infectividad de JUNV.  Cultivos de células Vero  fueron incubados durante 30 min en 
presencia de los compuestos: a-tratamiento con Cit D, b-tratamiento con Lat A y c-
tratamiento con Jas. Luego se incubaron con JUNV (m.i.=1) en presencia de la 
concentración adecuada del compuesto. Pasada la hora de infección los cultivos se 
lavaron con PBS, y se incubaron con medio fresco durante 24 hs. Se cosecharon los 
sobrenadantes y se titularon por el método de UFP.  

 

La figura 25 muestra el porcentaje de inhibición de la producción viral de 

los cultivos tratados e infectados con respecto a las monocapas infectadas y sin 

tratar durante 24 hs. Como puede observarse en la figura 25B, la infectividad fue 

inhibida más de un 80% en presencia de Lat A, mientras que solamente disminuyó 

un 40% con Cit D. y alcanzó un 20% de inhibición en presencia de Jas (Fig. 25 A y 

C). 

 

3.2.2 Expresión de los antígenos virales en células tratadas con los 

compuestos 

 

Utilizando los datos obtenidos hasta el momento y para iniciar los estudios 

que nos permitan determinar si la etapa temprana que depende de la integridad 

o dinámica de los microfilamentos es la entrada, se seleccionaron las 

concentraciones de los compuestos que se indican en la tabla 3, dado que son 

las que producen el mayor efecto inhibitorio sobre la producción viral. Asimismo, 

bajo estas condiciones, las monocapas no mostraron alteraciones morfológicas y 

los efectos observados pudieron ser revertidos al retirar el compuesto. 
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Se realizaron estudios para analizar las consecuencias de la 

desorganización estructural de los filamentos de actina sobre la expresión de 

antígenos virales en cultivos infectados. Para ello se realizó IFI citoplasmática en 

todos los cultivos tratados durante 30 min y durante la infección con las 

concentraciones adecuadas de Cit D, Lat A o Jas. Luego de la infección los 

compuestos y el inóculo fueron removidos, las células se lavaron con PBS con 

calcio y magnesio y luego se incubaron en presencia de suero neutralizante 

contra el JUNV. Bajo estas condiciones experimentales nos aseguramos que no se 

produzca la re-infección de las células con el virus progenie, acotando el 

tratamiento  a un tiempo temprano de la infección. A las 48 hs p.i. se fijaron las 

células y se examinó la expresión de la NP del JUNV por IFI. En las condiciones 

control las células muestran el patrón de proteínas virales característico. La NP 

presenta una típica fluorescencia punteada y distribuida uniformemente en todo 

el citoplasma (Fig. 26). Cuando los cultivos fueron tratados con los compuestos se 

observó una disminución en el número de células fluorescentes para el antígeno 

viral NP. Se observó una disminución significativa de la expresión del antígeno viral 

NP con Lat A (80,4%), mientras que la reducción fue menor con Cit D (58,8%), y 

aún menor al utilizar Jas que solo redujo la expresión de la NP un 44%. Estos datos 

sugieren que los eventos tempranos del ciclo de replicación de JUNV dependen 

del citoesqueleto de actina intacto, y como Lat A afecta no solamente los 

microfilamentos corticales sino también los citoplasmáticos, es posible que los 

filamentos corticales sean los que están involucrados durante el proceso de 

internalización del virus.  

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                               Capítulo II 

84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Efecto de los compuestos que desorganizan el citoesqueleto de actina en la 
expresión de antígenos virales. Cultivos de células Vero  fueron incubados durante 30 min 
en ausencia o presencia de los compuestos: A-control sin tratar, B-tratamiento con Cit D (2 
µM), C-tratamiento con Lat A (5 µM) y D-tratamiento con Jas (0,5 µM). Luego se incubaron 
con JUNV (m.i.=1) en presencia de la concentración adecuada del compuesto. Pasada 
la hora de infección los cultivos se lavaron con PBS, y se incubaron con MM, en presencia 
de suero neutralizante durante 48 hs. Luego las células fueron fijadas para IFI 
citoplasmática como se indica en materiales y métodos para medir la síntesis de la NP del 
JUNV. Aumento X400. 

 

3.2.3 Efecto de los compuestos en los niveles de ARN 

 

Durante la primera parte de esta sección, fue demostrado que la 

despolimerización de la actina cortical por Lat A es el mayor causante de 

inhibición de la expresión de la NP de JUNV comparado con los otros compuestos 

evaluados. A continuación se realizaron estudios para determinar si el virus estaba 

siendo bloqueado en su entrada o un si un paso de replicación temprano 

posterior a la misma se encontraba bloqueado por los compuestos.  Con este 

objetivo, examinamos la habilidad del JUNV de transcribir el gen de la NP por RT 

PCR en tiempo real. Para esto se realizaron dos experimentos: el primero fue 

diseñado con el objetivo de determinar si entraban menos partículas de JUNV en 

presencia de los compuestos. Para esto los cultivos de células Vero se trataron 

con Lat A de la misma forma que en los ensayos anteriores, y luego se infectaron 

con JUNV. Luego de 4 hs de infección en medio sin el compuesto, se extrajo el 

ARN total de los lisados celulares y se midieron los niveles del gen np y del gen 
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control gapdh. El segundo experimento fue realizado con el objetivo de estudiar si 

la LatA afectaba la replicación del JUNV. Para esto infectamos las células sin los 

compuestos, y luego de la hora de infección se agregó la concentración 

adecuada de LatA. Pasadas las 8 hs de infección, se extrajo el ARN total de los 

lisados celulares y se midieron los niveles del gen np y del gen celular gapdh. En 

ambos casos, para medir los niveles del ARN viral se utilizaron primers específicos 

para el gen np de JUNV. Los niveles de transcripción del gen celular gapdh se 

utilizaron como control de las posibles variaciones en la extracción de ARN entre 

las distintas muestras. Los resultados de estos experimentos mostraron muy poca 

diferencia entre las muestras tratadas con los compuestos y las muestras control, 

cuando los compuestos fueron agregados luego de la infección (Fig. 27). Por el 

otro lado, cuando las células fueron pretratadas con los compuestos e infectadas 

en presencia de los mismos, se observó una inhibición significativa de los niveles 

de ARN viral a las 4 hs p.i., indicando una inhibición del paso de entrada del JUNV 

en presencia de los compuestos. Como puede observarse en la figura 27, la 

cuantificación de la síntesis de ARN bajo estas condiciones mostró mas de 1 log 

de inhibición luego del tratamiento con Lat A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Niveles de ARN viral en las células tratadas. Cultivos de células Vero  fueron 
incubados durante 30 min en ausencia o presencia de Lat A (5 µM). Luego se infectaron 
con JUNV (m.i.=5) en presencia de la concentración adecuada del compuesto (Pre LatA). 
Pasada la hora de infección los cultivos se lavaron con PBS, y se incubaron con MM. A las 
4 hs p.i. se extrajo el ARN total. En el caso de post Lat A, las células Vero se infectaron con 
JUNV (m.i.=5) y luego se trataron con los compuestos. A las 8 hs p.i. se extrajo el ARN total. 
En ambos casos, luego de la extracción de ARN se sintetizó ADNc utilizando primers 
random.  Luego se sometieron las muestras a RT-PCR en tiempo real y se detectaron los 
niveles del ARNm de  np relativos a los del control celular gapdh.  
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4. ESTUDIO DE LA INTERACCION DEL JUNV CON LOS MICROTUBULOS 

 

4.1. Caracterización del sistema celular utilizado 

 

4.1.1. Determinación de viabilidad celular en presencia de compuestos que 

alteran los microtúbulos 

 

Comenzamos el estudio de la participación de los microtúbulos en las 

etapas tempranas del ciclo de multiplicación de JUNV utilizando compuestos que 

desorganizan la red de tubulina. Se utilizó el Nocodazol (Noc) con el objetivo de 

despolimerizar los microtúbulos y así evaluar el posible rol de los mismos en las 

etapas tempranas del ciclo de replicación viral. Para suprimir el continuo 

intercambio de monómeros de tubulina de las fibras, y estabilizar los microtúbulos, 

se trataron a las células Vero con una dosis no tóxica de Paclitaxel (Pac). El 

mecanismo de acción de cada uno de los compuestos junto con la 

concentración final utilizada de cada uno, se observan en la tabla 5. 

 
Tabla 5- Agentes que desorganizan el citoesqueleto de actina. Modo de acción y 
concentración final utilizada. 

 

La actividad metabólica de los cultivos se tomó como signo de viabilidad 

evaluándose por el método del MTT, bajo las condiciones de cada uno de los 

tratamientos (ver materiales y métodos) (Tabla 6). Al mismo tiempo, se observaron 

los cultivos al microscopio óptico durante todos los períodos de tratamiento y en 

cada uno de los experimentos. Los cultivos fueron sembrados y crecidos hasta 

Blanco Inhibidor Conc.  

(µM) 

Mecanismo de acción 

Microtúbulos Nocodazol  

(Hamel, 1996) 

40 Se une a la β-tubulina y previene la 

polimerización. 

 Paclitaxel 

(Manfredi y col., 

1982) 

100 Se une al N-terminal de la β-tubulina y 

promueve la formación de microtúbulos 

altamente estables. 
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alcanzar confluencia sobre vidrios cubiertos con poli-L- lisina, para favorecer la 

adhesión, ya que al ser tratadas las células presentan una marcada alteración 

morfológica que propicia su desprendimiento de la superficie a la cual se 

adhieren. Las monocapas fueron tratadas  con estos compuestos durante 90 min 

utilizando concentraciones crecientes cuyo rango depende de cada uno de ellos 

y teniendo en cuenta datos bibliográficos anteriores (Ver tabla 5). La Tabla 6 

muestra los valores de viabilidad para la línea celular Vero, correspondientes a las 

concentraciones de cada uno de los compuestos ensayadas. 

 

Concentración de los compuestos 

Noc 0 µM 

100 % 

20 µM 

107% (± 9,4) 

30 µM 

100% (±5,6) 

40 µM 

100%(± 6,9) 

50 µM 

93%(± 4,6) 

Pac 

 

0 µM 

100% 

25 µM 

100% (± 1,45) 

50 µM 

99,8(± 3,5) 

100 µM 

99,5(± 2,13) 

200 µM 

99,7(± 0,96) 

 
Tabla 6. Viabilidad celular. Cultivos de células Vero crecidos en monocapas fueron 
tratados durante 90 min con distintas concentraciones de los compuestos. Al finalizar el 
tratamiento se determinó la viabilidad por el método de MTT en un lector de ELISA. El 
porcentaje se calculó con respecto a controles sin tratar. 

 

Como se puede observar la viabilidad disminuye de manera dependiente 

de la dosis del compuesto ensayado. Los cultivos mostraron cambios 

morfológicos, como redondeamiento de las células y posterior desprendimiento, 

distinguibles al microscopio óptico en concentraciones superiores a 100 µM para 

el Pac y 40 µM para el Noc.  

 

4.1.2. Efecto de los compuestos sobre el citoesqueleto 

 

La acción de estos compuestos sobre los elementos del citoesqueleto se ha 

descripto en trabajos anteriores (Hamel y col., 1996; Manfredi y col., 1982), sin 

embargo para corroborar y caracterizar su efecto en nuestro sistema, se 

determinó la integridad estructural de los microtúbulos mediante la técnica de IFI.  
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Figura 28. Acción de los compuestos sobre los microtúbulos. Cultivos de células Vero  
fueron incubados durante 90 min en ausencia o presencia de los compuestos, A- control, 
B-Noc (40 µM) o C-Pac (100 µM) Los cultivos se lavaron con PBS, y se fijaron con 
formaldehido como fue descripto en materiales y métodos. Los microtúbulos se revelaron 
incubando con el anticuerpo monoclonal anti β-tubulina, el cual fue revelado con un 
anticuerpo anti ratón conjugado con FITC. Datos específicos de la tinción en materiales y 
métodos. Aumentos x 1000. 

 

Los cultivos controles y tratados con los distintos compuestos en sus 

concentraciones adecuadas fueron crecidos sobre cubreobjetos tratados con 

poli-L-lisina y fijados luego del tratamiento. Se evidenciaron los microtúbulos con el 

anticuerpo monoclonal anti β-tubulina, que fue luego revelado con el anticuerpo 

anti ratón conjugado a FITC (ver materiales y métodos). 

En la figura 28 se muestra las fotografías correspondientes al efecto de los 

distintos compuestos sobre la red de tubulina. Como se observa en el control, la 

red de microtúbulos se origina desde el “centro de organización de los 

microtúbulos”, con localización perinuclear, a partir del cual se irradian los túbulos 

hacia la periferia. El tratamiento con Noc no solamente despolimerizó los 

microtúbulos, sino que alteró la morfología celular, vacuolándola y encogiéndola 

(Fig. 28b). Al tratarse los cultivos con Pac, se observó el efecto característico del 

mismo: la formación de arreglos de tubulina gruesos y paralelos debido a la 

mayor polimerización y bloqueo de la despolimerización de las fibras(Fig. 28C).  

Como al afectar el citoesqueleto de tubulina se observaron cambios 

morfológicos, nos preguntamos si estas células serían capaces de revertir el efecto 

causado por los compuestos o si el mismo sería irreversible. Para evaluar la 

capacidad de las células de recuperarse, los cultivos celulares fueron tratados 

durante 90 min en presencia de la concentración adecuada del compuesto, 
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pasado este tiempo se realizaron lavados exhaustivos con PBS con calcio y 

magnesio. Las células fueron fijadas 90 min pasado el tratamiento y se realizaron 

las marcaciones a los microtúbulos. Como se observa en la figura 29, las células 

no solamente recuperaron la morfología sino también la red de microtúbulos.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 29. Recuperación de los microtúbulos luego del tratamiento con los compuestos. 
Cultivos de células Vero fueron incubados durante 90 min en ausencia o presencia de los 
compuestos: a-control sin tratar, b-tratamiento con Noc (40 µM), c-tratamiento con Pac 
(100 µM). Los cultivos se lavaron con PBS, y se incubaron con MM durante 90 min. Pasado 
este tiempo se fijaron con formaldehido como fue descripto en materiales y métodos. Los 
filamentos se revelaron incubando con el anticuerpo anti tubulina y luego con anticuerpo 
anti ratón conjugado con FITC. Datos específicos de la tinción en materiales y métodos. 
Aumentos x 1000. 

 

 

4.2. Caracterización de la acción de los compuestos que desorganizan los 

microtúbulos sobre cultivos infectados 

 

4.2.1. Efecto de la desorganización de los filamentos de tubulina sobre la 

producción de partículas infecciosas 

 

Una vez determinado el efecto de los compuestos sobre los microtúbulos y 

teniendo en cuenta su efecto sobre la viabilidad celular se ensayaron los distintos 

compuestos sobre el sistema viral (Fig. 30). Se trataron las monocapas con 

concentraciones crecientes de cada uno de los compuestos durante 30 min, y 

luego se infectaron con JUNV (m.i.=1) en presencia de las correspondiente 

concentraciones del compuesto. Los sobrenadantes fueron cosechados a las 24 

hs p.i. y se titularon por el método de UFP.  
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Figura 30. Efecto de los compuestos que desorganizan los microtúbulos en la infectividad 
de JUNV.  Cultivos de células Vero  fueron incubados durante 30 min en presencia de los 
compuestos: a- tratamiento con Noc, c-tratamiento con Pac. Luego se incubaron con 
JUNV (m.i.=1) en presencia de la concentración adecuada del compuesto. Pasada la 
hora de infección los cultivos se lavaron con PBS, y se incubaron con medio fresco durante 
24 hs. Se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por el método de UFP.  

 

La figura 30 muestra el porcentaje de inhibición de la producción viral de 

los cultivos tratados e infectados con respecto a las monocapas infectadas y sin 

tratar durante 24hs. Como puede observarse en la figura 30B, la infectividad fue 

inhibida más de un 60% en presencia del Pac, mientras que solamente disminuyó 

un 30% con Noc, en las mayores concentraciones de los compuestos utilizadas 

(Fig. 30A). 

 

4.2.2 Expresión de los antígenos virales en células tratadas con los 

compuestos 

 

Utilizando los datos obtenidos hasta el momento y para iniciar los estudios 

que nos permitan determinar si la etapa temprana que depende de la integridad 

o dinámica de los microtúbulos es la entrada, se seleccionaron las 

concentraciones de los compuestos que se indican en la tabla 5, dado que son 

las que producen el mayor efecto inhibitorio sobre la producción viral. Asimismo, 

bajo estas condiciones, las monocapas no mostraron alteraciones morfológicas 

significativas y los efectos observados pudieron ser revertidos al retirar el 

compuesto. 
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Se realizaron estudios para analizar las consecuencias de la 

desorganización o estabilización de las fibras de tubulina sobre la expresión de 

antígenos virales en cultivos infectados. Para ello se realizó IFI citoplasmática en 

todos los cultivos tratados durante 30 min. y durante la infección con las 

concentraciones adecuadas de Noc o Pac. Luego de la infección los 

compuestos y el inóculo fueron removidos, las células se lavaron con PBS con 

calcio y magnesio y luego se incubaron en presencia de suero neutralizante 

contra el JUNV. A las 48 hs. p.i. se fijaron las células y se examinó la expresión de la 

NP del JUNV por IFI. En las condiciones control las células muestran el patrón de 

proteínas virales característico: la NP presenta la típica fluorescencia punteada y 

distribuida uniformemente en todo el citoplasma (Fig. 31A). Cuando los cultivos 

fueron tratados se observó una disminución en el número de células fluorescentes 

para el antígeno viral NP con Pac (92,7%) (Fig.31B), mientras que la inhibición con 

el Noc solo alcanzó valores del 35% (Fig. 31C). Estos datos sugieren que los eventos 

tempranos del ciclo de replicación de JUNV dependen de la dinámica de los 

microtúbulos, mientras que la integridad de los mismos no sería esencial en un 

paso temprano de la replicación viral. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 31. Efecto de los compuestos que desorganizan los microtúbulos en la síntesis de 
antígenos virales. Cultivos de células Vero  fueron incubados durante 30 min en ausencia 
o presencia de los compuestos: a-control sin tratar, b-tratamiento con Noc (40 µM), c-
tratamiento con Pac (100 µM). Luego se incubaron con JUNV (m.i.=1) en presencia de la 
concentración adecuada del compuesto. Pasada la hora de infección los cultivos se 
lavaron con PBS, y se incubaron con medio fresco, en presencia de suero neutralizante 
durante 48 hs. Luego las células fueron fijadas para IFI citoplasmática como se indica en  
materiales y métodos para medir la síntesis de la NP del JUNV. Aumento X400. 
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4.2.3 Efecto de los compuestos en los niveles de ARN 

 

Hasta el momento, fue demostrado que la estabilización de los 

microtúbulos es lo que provoca la mayor inhibición de la expresión de la NP de 

JUNV. Para determinar si el virus estaba siendo bloqueado en su entrada o un 

paso de replicación temprano posterior a la entrada, examinamos la habilidad 

del JUNV de transcribir el gen de la NP por RT PCR en tiempo real. Para esto se 

realizaron dos experimentos: el objetivo del primero fue determinar si entraban 

menos partículas de JUNV en presencia de los compuestos. Para esto los cultivos 

de células Vero se trataron con Pac de la misma forma que en los ensayos 

anteriores, y luego se infectaron con JUNV. Luego de 4 hs de infección en medio 

fresco, se extrajo el ARN total de los lisados celulares y se midieron los niveles del 

gen np y del gen control gapdh. El segundo experimento fue realizado con el 

objetivo de testear si este compuesto estaba afectando la replicación del JUNV. 

Para esto infectamos las células sin los compuestos, y luego de la hora de 

infección se agregaron las concentraciones adecuadas de cada uno de los 

compuestos. Pasadas las 8 hs de infección, se extrajo el ARN total de los lisados 

celulares y se midieron los niveles del gen np y del gen celular gapdh.. En ambos 

casos, para medir los niveles del ARN viral se utilizaron primers específicos para el 

gen np de JUNV. Los niveles de transcripción del gen celular gapdh se utilizaron 

como control de las posibles variaciones en la extracción de ARN entre las 

distintas muestras. Los resultados de estos experimentos mostraron muy poca 

diferencia entre las muestras tratadas con los compuestos y las muestras control, 

cuando el Pac fue agregado luego de la infección. Por el otro lado, cuando las 

células fueron pre-tratadas con el compuesto e infectadas en presencia del 

mismo, se observó una inhibición significativa de los niveles de ARN viral a las 4 hs 

p.i., indicando una inhibición del paso de entrada del JUNV  en presencia de los 

compuestos. Como puede observarse en la figura 31, la cuantificación de la 

síntesis de ARN bajo estas condiciones mostró más de 2 log de inhibición luego del 

tratamiento con Pac.  

 



                                                                                                                               Capítulo II 

93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Niveles de ARN viral en las células tratadas. Cultivos de células Vero fueron 
incubados durante 30 min en ausencia o presencia de Pac (100 µM). Luego se infectaron 
con JUNV (m.i.=5) en presencia de la concentración adecuada del compuesto (Pre Pac). 
Pasada la hora de infección los cultivos se lavaron con PBS, y se incubaron con MM. A las 
4 hs p.i. se extrajo el ARN total. En el caso de post Pac, las células Vero se infectaron con 
JUNV (m.i.=5) y luego se trataron con los compuestos. A las 8 hs p.i. se extrajo el ARN total. 
En ambos casos, luego de la extracción de ARN se sintetizó ADNc utilizando primers 
random.  Luego se sometieron las muestras a RT-PCR en tiempo real y se detectaron los 
niveles del ARNm de  np relativos a los del control celular gapdh.  
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5. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA CON LOS 

PSEUDOTIPOS RETROVIRALES DE JUNV 

 

5.1 Construcción de los pseudotipos 

 

 El JUNV es clasificado según el CDC (Center for disease control) como un 

patógeno de bioseguridad tipo 4, lo cual restringe los lugares de uso fuera de 

Argentina. Esta parte del trabajo fue realizada en la Universidad Cornell (Ithaca 

Nueva York, Estados Unidos) por lo que el uso del JUNV no fue posible. Por este 

motivo se produjeron partículas pseudovirales que expresan la GPC del JUNV 

(cepa IV4454). Los sistemas pseudovirales son seguros y además son excelentes 

para caracterizar la entrada viral ya que aseguran un solo ciclo de infección (no 

forman progenie ni brotan de la células transducida). Se diseñó un plásmido, el 

cual fue sintetizado por GeneArt, que codifica para la GPC del JUNV  con sitios de 

restricción para BAMH1 y ECOR1, para ser subsecuentemente clonado en un 

vector de expresión pcDNA3.1. (Ver materiales y métodos). Como ya ha sido 

descripto los virus envueltos pueden incorporar glicoproteínas heterólogas en sus 

membranas lipídicas durante el proceso de brotación, y estos pseudotipos virales 

adquieren la especificidad de adsorción del receptor del virus del cual deriva la 

GP heteróloga (Wool-Lewis y Bates, 1998).  

El primer paso para la producción de las partículas pseudovirales fue 

verificar que la GPC del JUNV se estaba expresando correctamente en la 

membrana de las células transfectadas. Una vez que se subclonó el fragmento de 

la GPC en el vector de expresión pcDNA3.1 (ver materiales y métodos), este se 

amplificó y purificó por kit de midiprep (Quiagen). Se crecieron las células Vero 

sobre vidrios en microplacas de 24 cavidades, y a las 24 hs se llegó a una 

confluencia del 50% (óptima para la transfección). En esta confluencia óptima las 

células fueron transfectadas y a las 24 hs de la transfección, se fijaron las células 

para IFI de membrana (ver materiales y métodos). Se evidenció la presencia de la 

GPC utilizando el anticuerpo monoclonal GB03-BE08 y este fue reconocido 

utilizando un anticuerpo anti ratón conjugado a Alexa488. Como puede 

observarse en la figura 33 en las células tratadas con pH7, pasadas las 24 hs de la 
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transfección se observa que la expresión de la GPC es comprable con el patrón 

observado en las infecciones. 

Una vez evaluada la correcta expresión del plásmido que contiene la GPC, 

se estudiaron sus propiedades funcionales. Para esto se transfectaron las células 

con el pcDNA3.1-JUNVGPC. A las 24 hs de la transfección se realizó un ensayo de 

fusión, exponiendo las células transfectadas a un bajo pH durante un minuto. 

Pasados los 60 min de la exposición se observaron las células al microscopio 

óptico. A pH 7 fueron semejantes a las células control pero a menor pH se 

observaron agrupamientos correspondientes a células con la membrana 

fusionada y con varios núcleos en su citoplasma, correspondientes a los sincicios. 

Para corroborar la presencia de los mismos se realizó la IFI, incubando las células 

transfectadas con anticuerpo anti GPC del JUNV (Fig. 33). Luego estas proteínas 

fueron evidenciadas utilizando un anticuerpo anti ratón conjugado a Alexa 488. 

Como se observa en la figura 33, y como fue previamente descripto en las células 

transfectadas con la GPC del IV se observa la formación de sincicios cuando se 

trató con pH 5 (Castilla y col., 1991), indicando no solamente la correcta expresión 

y localización de la GPC del JUNV, sino también su correcta funcionalidad.  
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Figura 33- Control de la correcta expresión y funcionalidad de la GPC. Se crecieron 
monocapas de células Vero hasta llegar a una confluencia del 50% a las 24 hs. Luego se 
transfectaron con el plásmido pcDNA3.1-GPCIV. Pasadas las 24 hs de la transfección se 
trataron a las células durante 1 min con pH7 como control y pH 5,5, 5 o 4,5. Las células se 
incubaron con MM durante 60 min y luego se fijaron para IFI citoplasmática. Se evidenció 
el antígeno GPC con anticuerpos monoclonales específicos contra esta proteína. 
Aumento 200X. 

 

Una vez verificada la correcta expresión y funcionalidad del plásmido 

expresando la GPC del JUNV, se prosiguió con la producción de los pseudotipos 

retrovirales. Usando la estrategia detallada previamente (Bartosch et al., 2003) y 

señalada en la figura 34, se insertó la GPC del JUNV en un retrovirus recombinante 

MLV (Moloney leukemia virus). Brevemente, las células de origen humana 293T 

fueron co-transfectadas con un vector de transferencia basado en el MLV que 

codifica la expresión de la luciferasa, una construcción de empaquetamiento 

que codifica las proteínas gag-pol del MLV y el vector de expresión que codifica 

la proteína de envoltura GPC del JUNV (pcDNA3,1-GPCIV4454) usando PEI (Exgen 

500, Fermentas). Las células, transfectadas según el protocolo recomendado por 

pH 7 pH 5,5 pH 5 pH 4,8 
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el proveedor, fueron incubadas durante 72 hs a 37°C . Pasado este período de 

incubación se cosecharon los sobrenadantes y se pasaron por filtros de 0,45 µm 

de tamaño de poro. Estos sobrenadantes contienen las partículas pseudovirales 

infecciosas que llevan la GPC del JUNV y por lo tanto conservan sus propiedades 

infecciosas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Construcción de los pseudotipos retrovirales- Plásmidos de expresión que 
codifican los distintos componentes necesarios para producir partículas pseudovirales. Los 
cuadros coloreados representan los genes virales y los marcadores (Luc). Los cuadros sin 
color muestran las secuencias que actúan en cis. LTR (long terminal repeat), CMV 
(citomegalovirus inmediate early promoter) poliA (sitio de poliadenilación). Los 
pseudotipos fueron obtenidos mediante la co-transfección de  plásmidos que llevan las 
distintas secuencias de empaquetamiento, el vector de transferencia y las glicoproteínas 
virales en células 293T. 

 

En la figura 35 se muestra la producción de pseudotipos conteniendo la 

GPC del JUNV transduciendo cultivos de células Vero, las cuales son susceptibles 

a la infección por JUNV, y se observó la correcta expresión del gen de la 

luciferasa el cual es el gen reportero usado en este ensayo. Los cultivos de células 

Vero fueron transducidos con distintas diluciones de los pseudotipos construidos 

con la GPC del JUNV (50 µl o 150 µl) durante 4 hs. Pasadas las 4 hs se retiró el 

inóculo y se incubaron los cultivos a 37°C durante 48 hs o 72 hs. Al finalizar la 

incubación las células fueron lisadas utilizando el buffer de lisis provisto por el kit de 

medición de la actividad luciferasa (Promega). Como se detalla en materiales y 

métodos la actividad luciferasa de las células lisadas fue medida incubando 10 µl 

 Proteínas del core retrovirales 

 Vector de transferencia-Luc 
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del lisado con 20 µl del reactivo luciferina provisto por el kit. Se expresan los 

resultados como medida arbitraria de unidades relativas de luz (URL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Transducción de células Vero con pseudovirus de JUNV- Cultivos de células Vero 
fueron transducidos con distintas cantidades (50 o 150 µl) de los pseudotipos retrovirales 
obtenidos (C: control sin plásmidos de expresión para la GPC, solo plásmido C1 que 
codifica para la GFP o JUNV GPC). Se incubaron durante 48 o 72 hs a 37°C. Pasado estos 
tiempos los cultivos se lisaron y se midió la actividad Luciferasa como URL. Para la 
cuantificación se tomaron datos de 3 experimentos independientes. Las barras de error 
representan el desvió estándar de las medias de cada experimento. 

 

5.2 Estudio de las características de adsorción de los pseudotipos 

retrovirales que expresan la glicoproteína del JUNV  

 

Con el fin de caracterizar las partículas pseudovirales distintos cultivos 

celulares fueron transducidos para evaluar si conservan la capacidad del JUNV 

para adsorberse e internalizarse en los mismos. Se transdujeron líneas celulares 

derivadas de hámster (CHO) y líneas celulares derivadas de la línea celular CHO 

que no poseen el TfR endógeno (TRVb) o aquellas que no poseen su receptor 

endógeno pero están transfectadas establemente de forma tal que expresan el 

hTfR1 (TRVb1). Se comenzó verificando que el hTfR1 expresado en las TRVb1 

mantenía su funcionalidad. Para esto realizamos un ensayo de internalización de 

la tfn conjugada a Alexa 568. Como se observa en la figura 36 la tfn es 

correctamente endocitada en células CHO y TRVb1, mientras que en las células 

TRVb que no tienen TfR1 endógeno, la tfn no presenta el patrón de internalización 

característico. Es decir que la tfn no es endocitada en ausencia del TfR1 (TRVb) y 
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las células TRVb1 que expresan el hTfR  absorben e internalizan la tfn de manera 

correcta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36- Internalización de la tfn-Alexa 488 en células CHO, TRVb o TRVb1. Se crecieron 
monocapas de células CHO (A,D) TRVb (B,E) o TRVb1 (C,F). Estas fueron incubadas con tfn 
conjugada a Alexa 468 durante 60 min y reveladas con Hoescht, luego fueron fijadas para 
inmunofluorescencia. 1000X. 

  
Como control negativo se produjeron partículas en ausencia de la 

glicoproteína, utilizándose en su lugar el plásmido C1. En cada caso las células 

fueron transducidas con dos concentraciones distintas de los pseudotipos (ver 

materiales y métodos) y el nivel de transducción fue medido evaluando la 

actividad luciferasa a las 48 hs post transducción y la misma fue expresada como 

URL. Como se observa en la figura 37, y acorde con lo previamente publicado 

para el JUNV (Radoshitzky y col., 2007), cuando las células CHO fueron 

transducidas con el pseudotipo retroviral expresando la GPC del JUNV hubo muy 

baja expresión de luciferasa, lo cual se ve reflejado en las mediciones de URL, 

indicando que esta línea celular se comporta como relativamente no permisiva a 

la transducción con el pseudotipo de JUNV. Algo similar ocurrió al transducir 

cultivos de células TRVb observándose un bajo nivel de URL, mientras que cuando 

se transdujeron cultivos de células TRVb1 se observó un incremento significativo de 

las mediciones de URL. Estos resultados pueden explicarse por la presencia del 

receptor utilizado por el virus en las TRVb1 (hTfR1). En las células CHO y TRVb 

todavía queda por ser estudiado cual es el receptor que permite la entrada de 

Tfn-Alexa 468 
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los arenavirus, ya que ha sido previamente demostrado que los arenavirus del 

nuevo mundo no son capaces de utilizar el mTfR1 de cualquier especie, sino 

solamente de su hospedados natural, en el caso de JUNV el calomys musculinus  

(Radoshitzky y col., 2008), es decir que no podrían utilizar el TfR1 de las células 

CHO, mientras que en las células TRVb este receptor está ausente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 37. Transducción de células CHO y derivadas con pseudovirus de JUNV- Cultivos de 
células CHO, TRVb o TRVb1 fueron transducidos con distintas cantidades (50 o 150 µl) de 
los pseudotipos retrovirales obtenidos o distintas cantidades del control negativo C1 (C1: 
control sin plásmidos de expresión para la GPC, solo plásmido C1 que codifica para la GFP 
o la GPC del JUNV). Se incubaron durante 48 hs a 37°C. Pasado estos tiempos los cultivos 
se lisaron y se midió la actividad Luciferasa como URL. Para la cuantificación se tomaron 
datos de 3 experimentos independientes. Las barras de error representan el desvió 
estándar de las medias de cada experimento. 

 

 

5.3 Estudio de la entrada del pseudotipo de JUNV en presencia de DC-sign 

o L- sign 

 

La entrada del JUNV es dependiente de endocitosis mediada por clatrina 

(Martinez y col., 2007) y como se ha demostrado necesita del hTfR 1 para 

endocitarse (Radoshitzky y col., 2007). Asimismo se ha demostrado que la 

glicoproteína viral 1 (GP1) que es la encargada de mediar la entrada, solo posee 

alta afinidad por el TfR1 humano y felino, pero no posee alta afinidad por el 

canino o murino (Radoshitzky y col., 2008). Para diversos virus se ha estudiado que 

además de poseer un receptor principal, interactúan con diversos receptores 

inespecíficos, siendo de gran importancia para los virus envueltos las lectinas de 
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tipo C (Regan y Whittaker, 2008). El uso de las lectinas celulares de tipo C fue 

primero estudiado para el virus de la inmunodeficiencia humano (HIV) de tipo 1 

(Baribaud y col., 2001), y se sabe que virus de varias familias usan DC-sign y/o L-

sign para internalizarse en las células y propagarse, actuando tanto en infección 

en cis como en trans (Lozach y col., 2007). Las lectinas de tipo C actúan como 

factores que favorecen la entrada, reconociendo preferentemente 

glicoproteínas virales que contienen residuos azucarados altamente manosilados 

(Cambi y col., 2005). Basados en estos estudios y teniendo en cuenta el rol de DC-

sign o L-sign para diversos virus envueltos (HIV, Dengue, SARS), nuestro objetivo fue 

examinar el posible rol de las lectinas humanas, DC-sign o L-sign, en la infección 

por JUNV. Por este motivo, a continuación se evaluó la capacidad de las mismas 

de participar en la entrada de los pseudotipos de JUNV en distintos cultivos 

celulares. Se utilizaron las células felinas susceptible a la infección CRFK y su 

derivadas que expresan establemente la lectina DC-sign: CRFK-DC-sign 

(construido por A. Reagan, laboratorio del Dr. Whittaker) y la línea celular murina 

3T3 no susceptible a la infección por JUNV  y su derivada que expresan 

establemente la  lectina DC-sign, (DC-sign-3T3) (NIAID AIDS Research y Reference 

Reagent Program). Como puede observarse en la figura 38A, la infección con el 

pseudotipo que posee la GPC del JUNV aumentó significativamente en los 

cultivos felinos que expresan la lectina DC-sign. Al transducir las líneas celulares 

murinas, que son poco susceptibles a la infección por el pseudotipo de JUNV, se 

observó un incremento de la infección cuando las lectinas estaban siendo 

expresadas establemente (Fig. 38 B). Los resultados obtenidos en esta parte del 

trabajo nos llevaron a explorar la posibilidad de que estas lectinas estén 

cumpliendo un posible rol como receptoras en la entrada de los pseudotipos 

virales que expresan la GPC del JUNV. 
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Figura 38. Rol del DC-sign en la infección con el pseudotipo de JUNV.  Cultivos de células 
CRFK o CRFKDC-sign (A) o de 3T3 o 3T3DC-sign (B) fueron transducidos con distintas 
cantidades (50 o 150 µl) de los pseudotipos retrovirales obtenidos o distintas cantidades 
del control negativo C1 (C1: control sin plásmidos de expresión para la GPC, solo plásmido 
C1 que codifica para la GFP o la GPC del JUNV). Se incubaron durante 48 hs a 37°C. 
Pasado estos tiempos los cultivos se lisaron y se midió la actividad Luciferasa como URL. 
Para la cuantificación se tomaron datos de 3 experimentos independientes. Las barras de 
error representan el desvió estándar de las medias de cada experimento. 

 

Con el objetivo de confirmar que este aumento de la infectividad en los 

cultivos celulares, que expresan establemente las lectinas, se debe 

específicamente a la presencia de las mismas, se trataron a los cultivos durante 60 

min previo a la infección con un compuesto que actúa como competencia por 

los sitio de unión a las lectinas de tipo C. El compuesto utilizado fue un manano 

(Mannan, Sigma-Aldrich), polímero de azúcares manosa, que presenta alta 

afinidad de unión por estas lectinas de tipo C. Las células fueron tratadas con 

Mannan (50 µg/ml o 100 µg/ml) y luego fueron transducidas en presencia de las 

concentraciones respectivas del compuesto. Como se observa en la figura 39 las 

dos concentraciones de Mannan testeadas reducen la infectividad a los niveles 

basales en ausencia de las lectinas.  
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Figura 39. El Mannan bloquea el aumento de la infección con los pseudotipos de JUNV. 
Cultivos de células 3T3 (A), 3T3DC-sign (B) 3T3L-sign (C) CRFK (E) o CRFK DC-sign (F) fueron 
tratados con Mannan (50 o 100 ug/ml) o solo con medio en el caso del control durante 60 
min, luego fueron transducidos con distintas cantidades (50 o 150 µl) de los pseudotipos 
retrovirales obtenidos o distintas cantidades del control negativo C1 (C1: control sin 
plásmidos de expresión para la GPC, solo plásmido C1 que codifica para la GFP o la GPC 
del JUNV). Se incubaron durante 48 hs a 37°C. Pasado estos tiempos los cultivos se lisaron y 
se midió la actividad Luciferasa como URL. Para la cuantificación se tomaron datos de 3 
experimentos independientes. Las barras de error representan el desvió estándar de las 
medias de cada experimento. 
 

 
Además se comprobó la especificidad de esta unión utilizando anticuerpos 

monoclonales específicos contra el dominio C-terminal de reconocimiento de 

carbohidratos (DRC) de las lectinas de tipo C (11422 o 11423 en una 

concentración 20 µg/ml; NIAID AIDS Research and Reference Reagent Program) 

(Fig. 40): las células fueron incubadas con los distintos anticuerpos y pasados los 60 

min. fueron transducidas con el pseudotipo. 
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Figura 40. Los anticuerpos monoclonales contra DC-sign y/o L-sign bloquean el aumento 
de la infección con los pseudotipos de JUNV. Cultivos de células 3T3 (A), 3T3DC-sign (B) 
CRFK (D) o CRFK DC-sign (E) fueron tratados con anticuerpos monoclonales contra el CBD: 
11422 y 11423 (20 µg/ml) o solo con medio en el caso del control durante 60 min, luego 
fueron transducidos con distintas cantidades (50µl o 150 µl) de los pseudotipos retrovirales 
obtenidos o distintas cantidades del control negativo C1 (C1: control sin plásmidos de 
expresión para la GPC, solo plásmido C1 que codifica para la GFP o la GPC del JUNV). Se 
incubaron durante 48 hs a 37°C. Pasado estos tiempos los cultivos se lisaron y se midió la 
actividad Luciferasa como URL. Para la cuantificación se tomaron datos de 3 
experimentos independientes. Las barras de error representan el desvió estándar de las 
medias de cada experimento. 

 

5.4 Estudio de la interacción de distintos receptores de Tfn y/o lectinas de 

tipo C en la entrada del JUNV 

 

A continuación se estudió la habilidad de los pseudotipos de JUNV de 

interactuar con cultivos celulares que expresan de forma diferencial los distintos 

TfR, en presencia o ausencia de las lectinas. Hasta el momento se conoce que el 

JUNV puede utilizar como receptor al TfR1 humano y felino, aunque no el canino o 

murino, aunque si es posible el uso del TfR1 ortólogo de la especie huésped de 

cada uno de los arenavirus (Abraham y col., 2009). Con el objetivo de evaluar la 

capacidad de las lectinas para mediar la entrada del JUNV en cultivos celulares 
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que no expresen el receptor conocido para JUNV, se utilizaron las células CHO, 

que expresan el TfR1 de hámster, las células derivadas de las CHO que no 

expresan el TfR1 endógeno, las células TRVb y las TRVb-1. Como se demostró en la 

sección anterior el pseudotipo no es capaz de transducir las líneas celulares CHO 

y TRVb, ya que ninguna expresa el TfR1 adecuado para permitir la entrada del 

JUNV mientras que el pseudotipo fue capaz de infectar eficientemente los cultivos 

de las TRVb-1 las cuales expresan de forma correcta el hTfR1 (Fig. 37). 

 Se extendió el estudio para evaluar de si tanto DC-sign como L-sign son 

capaces de mediar la infección de los pseudotipos en cultivos que no expresen 

TfR1, de ninguna especie, es decir si las lectinas por si solas pueden mediar la 

transducción de los pseudotipos, actuando como moléculas receptoras de la 

GPC de JUNV. Para esto se transfectaron transientemente cultivos de células 

CHO, TRVb o TRVb1 con plásmidos de expresión que codifican para las lectinas 

DC-sign o L-sign, el hTfR1 o solo eGFP como control. Pasadas las 24 hs de la 

transfección los cultivos fueron transducidos con el pseudotipo de JUNV y se 

cuantificó la infección midiendo la actividad luciferasa a las 48 hs post 

transducción.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 41. Rol de las lectinas de tipo C y el hTfR 1 en la infección con el pseudotipo de 
JUNV.  Cultivos de células CHO (A), TRVb (B) o TRVb1 (C) fueron transfectados con 
pcDNA3DC-sign, pcDNA3L-sign, pcDNA3hTfR1 o con el plásmido N1 como control. A las 24 
hs post-transfección fueron transducidos con distintas cantidades (50 o 150 µl) de los 
pseudotipos retrovirales obtenidos. Se incubaron durante 48 hs a 37°C. Pasado estos 
tiempos los cultivos se lisaron y se midió la actividad Luciferasa como URL. Para la 
cuantificación se tomaron datos de 3 experimentos independientes. Las barras de error 
frepresentan el desvió estándar de las medias de cada experimento. 
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 Como se puede observar en la figura 41 en ausencia del TfR1 adecuado 

para mediar la infección del JUNV (paneles A y B) la expresión del gen de la 

luciferasa es basal. Mientras que al transducir las células TRVb1 como en el caso 

anterior hay un aumento de actividad luciferasa. En los 3 casos se observa que al 

transfectar los cultivos con las lectinas DC-sign o L-sign, o con el hTfR1 la 

transducción con el pseudotipo aumenta en las células CHO y TRVb y aún más en 

el caso de las TRVb1. Estos resultados nos indican que la  infección óptima con los 

pseudotipos con la GPC del JUNV se da en cultivos que expresen el TfR1 

adecuado como de las lectinas (humano), aunque también nos indican que la 

sola presencia de las lectinas en las células que no poseen TfR endógeno podría 

mediar la infección (Fig. 40B), aunque queda por ser determinado si en estas 

células la GPC del JUNV no estaría interactuando con otro posible receptor 

celular. 

 

6. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA CON LA 

INTERNALIZACION DEL JUNV. 

 

6.1 Estudio de la entrada del JUNV en presencia de DC-sign o L-sign 

 

 Como fue descripto en la sección anterior, muchos virus utilizan las lectinas 

celulares DC-sign o L-sign para potenciar su entrada a las células. Asimismo, el 

estudio de los pseudotipos retrovirales del JUNV demostró que usan las lectinas 

DC-sign o L-sign para infectar cultivos celulares, aún en ausencia del hTfR1. Con el 

objetivo de evaluar si el JUNV se comporta igual que los pseudotipos que llevan la 

GPC del JUNV, se analizó la infección por el JUNV en la línea celular murina 3T3, y 

sus derivadas establemente expresando DC-sign o L-sign  (NIAID AIDS Research y 

Reference Reagent Program). Se comparó la infección por el JUNV en las células 

3T3 salvajes, las cuales no expresan ninguna lectinas de tipo C y mostraron ser 

relativamente no susceptibles a la infección por JUNV (Sección 1.1), con las 3T3 

que expresan establemente DC-sign o L-sign. Las células fueron infectadas con el 

JUNV a una m.i.=1. Los sobrenadantes de las células infectadas fueron 

cosechados a las 24 hs p.i. y titulados por el método de UFP. Al mismo tiempo, los 
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cultivos crecidos en vidrios, fueron fijados y analizados para la presencia de 

antígeno viral por el método de IFI, utilizando anticuerpo anti la NP para detectar 

las células infectadas. Las células 3T3 no son susceptibles a la infección por el 

JUNV, a ninguna de las m.i. ensayadas, mientras que las 3T3-DC-sign y las 3T3-L-

sign permitieron la propagación de JUNV con un alto titulo viral. La producción 

viral fue aproximadamente 3 unidades logarítmicas más altas en las células que 

expresan establemente DC-sign o L-sign que en las células parentales que no 

expresan estas lectinas (Fig. 42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42- Aumento de la infección con JUNV por las lectinas de tipo C. Cultivos de células 
3T3, 3T3 DC-sign o 3T3 L-sign fueron crecidos en vidrios cubreobjetos en microplacas de 24 
cavidades. Estos fueron infectados con JUNV a una m.i. de 1. Pasadas las 24 hs de 
infección se cosecharon los sobrenadantes y se fijaron los cultivos para IFI citoplasmática. 
Los sobrenadantes fueron titulados por el método de UFP (A). Se realizó la IFI de las células 
fijadas utilizando anticuerpos monoclonales anti la NP del JUNV o anticuerpo anti DC-sign 
y/o L-sign y luego anti ratón conjugado a FITC .Aumento 400X (B). Se expresaron los datos 
como porcentaje de células infectadas en 3 experimentos independientes. Las barras de 
error representan el desvío estándar de los mismos (C). 
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la expresión de 

antígeno viral obtenido en la IFI: tanto las células 3T3 expresando DC-sign como L-

sign mostraron una alta cantidad de células expresando la NP del JUNV, mientras 

que la cantidad de células positivas cuantificadas en las 3T3 parentales no 

alcanzaron un 5%, apoyando los resultados obtenidos hasta el momento que 

mostraban que estas células no serian permisivas para la infección del arenavirus. 

Para confirmar la presencia de las lectinas DC-sign o L-sign, y su correspondiente 

ausencia en las 3T3 salvajes, las células fueron fijadas y analizadas por IFI usando 

el anticuerpo monoclonal 11423 (NIAID AIDS Research and Reference Reagent 

Program). Como puede observarse en la figura 42 (B panel inferior) solo las células 

establemente transfectadas dieron un patrón positivo para estas lectinas, mientras 

que no se observó su presencia en las parentales. 

Para evaluar el efecto de las lectinas en la infección con JUNV, se 

transfectaron células Vero, negativas para DC-sign y L-sign (Fig. 43), con los 

plásmidos pcDNA3.1-DC-sign o pcDNA3.1-L-sign (NIAID AIDS Research and 

Reference Reagent Program) para expresar transientemente las respectivas 

lectinas. A las 24 hs post transfección, las células fueron infectadas con JUNV 

(m.i.=1) o fijadas para IFI. Estas células fijadas fueron sometidas a IFI con el 

anticuerpo monoclonal 11423 para detectar la eficiencia de  transfección de las 

células Vero en el momento de la infección por el JUNV. Como se observa en la 

figura 43, en el momento de la infección alrededor del 60% del cultivo expresa las 

lectinas, mientras que el control sin transfectar es negativo para la presencia de 

las mismas. Pasadas las 24 hs de infección, las células fueron fijadas y analizadas 

para la presencia de la NP viral. Se tomaron imágenes y cuantificaron células 

positivas para el antígeno NP de 3 experimentos independientes, contando en 

cada caso 20 campos al azar. Las células control, sin transfectar presentan un 

nivel de infección que alcanza el 40%, mientras que en los cultivos transfectados 

con DC-sign o L-sign, la infección aumento hasta valores cercanos al 80%.  
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Figura 43. Aumento de la infección por JUNV en presencia de DC-sign o L-sign. Las células 
Vero fueron transfectadas con DC-sign o L-sign. A las 24 hs post-transfección las células se 
infectaron con JUNV a una m.i. de 1. Las células fueron fijadas a las 24 hs p.i. para IFI 
citoplasmática. Se detectó el antígeno viral NP utilizando anticuerpos específicos anti NP, 
los cuales fueron evidenciados utilizando un anticuerpo secundario anti-ratón conjugado 
a FITC. Se tomaron imágenes de 3 experimentos independientes y se cuantificaron las 
células positivas y las totales. Los datos de la cuantificación se expresan en cada figura 
como el porcentaje de células positivas sobre el total de células. Imágenes 400X. Los 
errores representan el desvío estándar de las medias.  

 

Para confirmar que este aumento de la infección es específicamente 

mediado por DC-sign o L-sign, las células 3T3, 3T3-DC-sign o 3T3-L-sign fueron 

tratadas con distintas concentraciones de Mannan, compuesto que compite por 

los sitio de unión a DC-sign o L-sign, o con anticuerpos específicos que bloquean a 

las lectinas (9E9A8 and 120526, 20 mg/ml; NIAID AIDS Research and Reference 

Reagent Program) 60 min previo a la infección con JUNV (m.i.=1) y durante la 

misma. A las 24 hs. p.i., se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por el 

método de UFP. 

Como puede observarse en la figura 44 B y C, tanto el Mannan como los 

dos anticuerpos monoclonales testeados reducen la infectividad del virus, 

demostrando la especificidad del aumento de la infección a la presencia de las 

lectinas. Se evaluó de manera similar la capacidad del Mannan para bloquear la 

síntesis de antígenos virales medida por la presencia de la NP viral. Con este fin se 
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crecieron las monocapas de células 3T3, 3T3-DC-sign o 3T3-L-sign en vidrios 

durante 24 hs, pasado este tiempo los cultivos fueron tratados con Mannan en 

distintas concentraciones durante 60 min y luego infectados con JUNV a una m.i. 

de 1 durante 60 min en presencia del compuesto. Luego de la hora de infección 

tanto el inóculo como el compuesto fueron retirados y las células lavadas con 

PBS. Se continuó la infección durante 24 hs, y al cabo de este tiempo se fijaron los 

cultivos para IFI. Se detectó la presencia del antígeno viral utilizando un 

anticuerpo anti NP, y luego un anticuerpo anti ratón conjugado a FITC. Como 

puede observarse en la figura 44 A la presencia de Mannan en todas sus 

concentraciones bloqueó la infección del JUNV.  
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Figura 44- El mannan y anticuerpos específicos contra las lectinas bloquean el aumento 
de la infección por JUNV. Las células 3T3, 3T3DC-sign o L-sign fueron pretratadas con 
mannan (50 ug/ml o 100ug/ml) durante 60 min., luego fueron infectadas con JUNV a una 
m.i de 1 en presencia de las concentraciones correspondientes del compuesto. A- 24 h 
p.i. las células fueron fijadas para IFI utilizando el anticuerpo anti NP (SA05AG12) y un 
anticuerpo secundario anti ratón FITC. Se tomaron imágenes correspondientes a 3 
experimentos independientes y se cuantificaron células positivas y totales en 20 campos al 
azar. Los datos indicados en el panel A corresponden a la media del porcentaje de 
células positivas para el antígeno viral sobre la cantidad total de células. Aumento 400X. 
Los errores representan el desvío estándar de las medias. B- Cultivos de células 3T3, 3T3 
DC-sign o L-sign  fueron pretratadas con mannan (50 µg/ml o 100µg/ml) durante 60 min. y 
luego fueron infectadas con JUNV a una m.i. de 1. Se cosecharon los sobrenadantes a las 
24 hs p.i.  y se titularon en células Vero por ensayo de UFP. Se realizó la cuantificación de 
tres experimentos independientes. C- Cultivos de células 3T3, 3T3 DC-sign o 3T3 L-sign 
fueron pretratados con anticuerpos anti DC-sign y/o L-sign 9E9A8 (20 ug/ml), o anti DC-sign 
y/o L-sign 120526 (20 ug/ml), y luego fueron infectados con JUNV a una m.i. de 1. A las 24 
hs p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por el método de UFP en células 
Vero.  
 

Estos estudios sugieren que ambas lectinas de tipo C, DC-sign y L-sign 

aumentan la infección de células no permisivas, actuando en un mecanismo en 

cis (ver introducción). Hasta el momento no hay estudios que demuestren el uso 

de estas proteínas para la infección en trans del JUNV in vivo como en el caso de 

HIV (Geijtenbeek y col., 2000). 

 

6.2 Estudio de la interacción de distintos receptores de tfn y/o lectinas de 

tipo C en la entrada del JUNV 

 

Se continuó el estudio evaluando la habilidad del  JUNV de interactuar con 

cultivos celulares que expresan de forma diferencial los distintos TfR, ya descriptos 

en la sección anterior, en presencia o ausencia de las lectinas. Comenzamos 

evaluando la capacidad del JUNV de infectar estas células que no poseen TfR 
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(TRVb) o poseen el hTfR1 (TRVb-1). Para esto infectamos estos cultivos con distintas 

m.i. del JUNV durante 60 min. Pasada la hora de infección los cultivos fueron 

incubados durante 24 hs y luego se fijaron para evaluar la expresión de la NP por 

IFI. Como se observa en la figura 45, el virus es capaz de infectar a las células que 

no expresan el TfR aunque con un nivel de infección que no llega al 10% en 

ninguna de las m.i. utilizada. En contraste, al aumentar la m.i. en las células que 

expresan el hTfR el porcentaje de células positivas para el antígeno NP del JUNV 

fue aumentando.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45- Infección con el JUNV en cultivos que expresan de forma diferencial el TfR. 
Cultivos de células TRVb o TRVb-1 fueron crecidos sobre vidrios en microplacas de 24 
cavidades. Estos fueron infectados con JUNV a una m.i. de 0,1,  1 o 3. Pasadas las 24 hs de 
infección se fijaron los vidrios para IFI citoplasmática. A- Se realizó la IFI de los vidrios fijados 
utilizando anticuerpos monoclonales anti la NP del JUNV  y luego anti ratón conjugado a 
FITC. Aumento 400X. B- Se expresaron los datos como porcentaje de células infectadas en 
3 experimentos independientes. Las barras de error representan el desvío estándar de los 
mismos. 
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Con el objetivo de evaluar la capacidad de las lectinas para mediar la 

entrada del JUNV en cultivos celulares que no expresen el receptor conocido 

para JUNV, se utilizaron las células derivadas de las CHO, las TRVb y las TRVb-1. El 

pseudotipo no fue capaz de transducir las líneas celulares CHO y TRVb, ya que 

ninguna expresa el TfR1 adecuado para permitir la entrada del JUNV mientras que 

fue capaz de transducir eficientemente los cultivos de las células TRVb-1, que 

expresan de forma correcta el hTfR1 (Fig. 36), al transfectar con DC-sign o L-sign la 

transducción aumentó de forma significativa. Es por eso que se extendió el 

estudio para evaluar si tanto DC-sign como L-sign son capaces de mediar la 

infección del JUNV en cultivos que no expresen TfR1, de ninguna especie, es decir 

si las  lectinas por si solas pueden mediar la infección con el JUNV, actuando 

como moléculas receptoras. Para esto se transfectaron transientemente cultivos 

de células TRVb o TRVb1 con plásmidos de expresión que codifican para las 

lectinas DC-sign o L-sign o hTfR1 (Fig. 45). Pasadas las 24 hs de la transfección los 

cultivos fueron infectados con el JUNV. A las 24 hs. p.i. los cultivos fueron fijados 

para IFI citoplasmática y se evaluó la presencia de la NP del JUNV por IFI.  
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Figura 46. Rol de las lectinas de tipo C y el hTfR 1 en la infección con el JUNV.  Cultivos de 
células TRVb (A) o TRVb1 (B) fueron transfectados con pcDNA3DC-sign o pcDNA3hTfR1. A 
las 24 hs post-transfección fueron infectados con el JUNV a una m.i. de 1. Se incubaron 
durante 24 hs a 37°C. Pasado este tiempo las células fueron fijadas para IFI utilizando el 
anticuerpo anti NP (SA05AG12) y un anticuerpo secundario anti ratón FITC. Se tomaron 
imágenes correspondientes a 3 experimentos independientes y se cuantificaron células 
positivas y totales en 20 campos al azar. Los datos indicados en el panel A corresponden a 
la media del porcentaje de células positivas para el antígeno viral sobre la cantidad total 
de células. Aumento 400X. Los errores representan el desvío estándar de las medias 

 

 

 Como se observa en la figura 45 al transfectar los cultivos con DC -sign, o 

con el hTfR1 la infección con el JUNV aumenta en las células TRVb y aún más en el 

caso de las TRVb-1. Estos resultados nos indican que la  infección óptima con el 

JUNV se da en cultivos que expresen el TfR1 humano o las lectinas, aunque 

también nos permiten concluir que la sola presencia de las lectinas en las células 

que no poseen TfR endógeno podría mediar la infección. Queda por ser 

determinado si en estas células la GPC del JUNV no estaría interactuando con 

otro posible receptor celular. 
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 7-ESTUDIO DE LA INTERACCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA CON LA 

INTERNALIZACION DEL TCRV. 

  

7.1 Estudio de la internalización del TCRV en distintos cultivos celulares 

 

Con el objetivo de estudiar las similitudes y diferencias entre la vía de 

entrada del TCRV con el JUNV, ambos pertenecientes al Clado B del Nuevo 

Mundo, muy cercanos filogenéticamente pero que utilizan distintos receptores, se 

realizaron los siguientes experimentos. Se amplió el estudio dentro de la familia de 

los arenavirus se evaluó la capacidad del TCRV de infectar cultivos celulares 

provenientes de distintas especies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47- Infección de líneas celulares de distintos orígenes con TCRV. Se crecieron los 
cultivos celulares en cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades. Estos cultivos fueron 
infectados con TRCV a una m.i. de 1. A las 24 hs p.i. se fijaron para IFI citoplasmática. Se 
realizó la IFI utilizando anticuerpos policlonales contra el TCRV y luego anti ratón 
conjugado a FITC. 

 

Como se puede observar en la figura 47 el TCRV fue capaz de infectar 

líneas celulares provenientes de hámster (BHK-21), mono (Vero E6) y humano 

(293T). Las mismas fueron infectadas utilizando una m.i. de 1 y fijando las células a 
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las 24 hs p.i. para IFI, utilizando un anticuerpo anti TCRV policlonal (ver materiales y 

métodos). Con este resultado corroboramos el uso de distintos receptores de 

TCRV al compararse con el JUNV, el cual tiene capacidad restringida de 

infección en cultivos de células CHO, mientras que TCRV, que ya ha sido 

estudiado que no utilizaría el hTfR1 infecta todas estas células con la misma 

efectividad.   

 

7.2 Estudio de la interacción del receptor de tfn  en la entrada del TCRV 

 

Como ha sido previamente descripto, el TCRV no utilizaría el hTfR1 como 

receptor para ser endocitado en las células (Radoshitzky y col., 2007). Como hasta 

el momento el receptor de este virus no se ha caracterizado, el objetivo de los 

siguientes ensayos fue interiorizarse un poco más en la estrategia utilizada por el 

TCRV, sobretodo estudiar la influencia del TfR1 (tanto humano como murino) en la 

capacidad de infección del TCRV. Con este fin se utilizaron las líneas celulares 

CHO, TRVb  y TRVb1. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48- Infección de CHO, TRVb y TRVb1 con TCRV. Se crecieron los cultivos celulares en 
cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades. Estos cultivos fueron infectados con TRCV 
a una m.i. de 0,1, 1 o 3. A las 24 hs p.i. se fijaron para IFI citoplasmática. Se realizó la IFI 
utilizando anticuerpos policlonales contra el TCRV y luego anti ratón conjugado a FITC. Se 
expresaron los datos como porcentaje de células infectadas en 3 experimentos 
independientes. Los errores representan el desvío estándar de los mismos. Aumento 200X. 
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Se infectaron los cultivos celulares con distintas m.i. del TCRV. Pasada la 

hora de infección se retiraron los inóculos y se incubaron las células con medio 

fresco. Se fijaron los cultivos a las 24 hs p.i. y se evidenció el antígeno viral por IFI 

con anticuerpo policlonal anti TRCV. Como se puede observar en la figura 48 el 

TCRV pudo infectar eficientemente las células CHO y TRVb, en todas las 

multiplicidades probadas, presentando su patrón habitual de infección, 

comparable al de las Vero (ver sección B). Al infectar las células TRVb-1, en 

cambio, se observó un patrón diferente: no solo hay un menor número de células 

infectadas, sino que las células que se infectaron expresan una menor cantidad 

de antígeno viral.  

Por este motivo, a continuación se estudió con más detalle las diferencias 

entre estas líneas celulares, con el fin de determinar si la presencia del hTfR1 está 

alterando la entrada del TCRV. En la figura 49 se observa el patrón de infección 

de los distintos cultivos celulares en un objetivo de mayor aumento a las 24 hs p.i.. 

En estas células se observó claramente la diferencia en los patrones de infección 

de estas células, indicando una posible deficiencia del TCRV de infectar las líneas 

celulares que expresan el hTfR1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49- Infección de CHO, TRVb o TRVb-1 con TCRV. Se crecieron los cultivos celulares 
en cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades. Estos cultivos fueron infectados con 
TRCV a una m.i. de  1. A las 24 hs p.i. se fijaron para IFI citoplasmática. Se realizó la IFI 
utilizando anticuerpos policlonales contra el TCRV y luego anti ratón conjugado a FITC.  
Aumento 1000X. 
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Para determinar si la infección en estas líneas celulares es productiva se 

realizaron dos ensayos: se continuó la infección durante 48 hs para ver si esta 

progresaba y se observaba un aumento de las células positivas para la infección 

y, por otro lado, se cosecharon los sobrenadantes a las 48hs y se infectaron 

células Vero con una dilución 1 en 10 del mismo para determinar si es infectivo.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50- Infección de células CHO, TRVb o TRVb-1 con TCRV a las 48 hs p.i. Cultivos de 
células CHO (A), TRVb (B) o TRVb-1 (C) fueron crecidos en cubreobjetos en placas de 24 
cavidades. Estos fueron infectados con TCRV a una m.i. de 1. A las 48 hs p.i. se fijaron para 
IFI citoplasmática. Se realizó la IFI utilizando anticuerpos policlonales contra el TCRV y 
luego anti ratón conjugado a FITC. .  

 

Como se observa en la figura 50 la infección continúa a las 48hs en las 

células CHO y TRVb. Sin embargo la infección a las 48 hs en las células TRVb-1 no 

aumenta de la misma forma que en los otros cultivos celulares. Al cosechar los 

sobrenadantes de estas células e infectar células Vero con los mismos observamos 

una disminución significativa del título viral obtenido en las TRVb-1 con respecto al 

obtenido en las CHO y las TRVb (Fig. 51). Es decir que si bien hay una menor 

cantidad de células expresando el antígeno viral, las que lo expresan producen 

virus infectivo. Si bien estos resultados sugieren que el hTfR1 altera la infección con 

el TCRV, queda por ser estudiado el mecanismo de esta diferencia. 
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Figura 51- Infección de células Vero con sobrenadantes producidos por células CHO, TRVb 
o TRVb-1 infectadas con TCRV. Se cosecharon los sobrenadantes de las células CHO (A), 
TRVb (B) o TRVb-1 (C) que habían sido previamente infectadas con TCRV a una m.i. de 1. 
Se realizaron diluciones 1 en 10 de los sobrenadantes y se infectaron cultivos de células 
Vero crecidos en cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades. A las 24 hs p.i. se fijaron 
para IFI citoplasmática. Se realizó la IFI utilizando anticuerpos policlonales contra el TCRV y 
luego anti ratón conjugado a FITC. Aumento 200X. Al mismo tiempo estos sobrenadantes 
fueron titulados por ensayo de UFP/ml (D). 

 

El defecto de la internalización del TCRV a estas células no se debe a un 

problema en el hTfR, sino a alguna posible interacción entre este receptor y el 

TCRV que afecte su infección. Podría ser posible que el TCRV pueda estar 

adsorbiéndose al hTfR1 expresado en las TRVb1, pero que este receptor no 

conduzca a la internalización del virus sino que lo retenga en la membrana siendo 

otro el receptor que participe en la entrada del virus. Con el objetivo de estudiar 

esta hipótesis se infectaron las distintas líneas celulares con TCRV a una m.i. de 3 

durante 60 min. Pasada la hora de infección los cultivos se incubaron a 4°C con 

anticuerpo policlonal contra el TCRV durante 2 hs. Pasado este tiempo los cultivos 

se fijaron con formaldehido. Este tratamiento asegura la observación de los 

antígenos virales en la membrana de la célula. Como se observa en la figura 52 

luego del periodo de infección casi todo el TCRV es endocitado en las células 

CHO y TRVb, mientras que se observa en mayor proporción en la superficie de las 

células TRVb1, indicando que en estas células el virus queda mayormente 
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retenido en la superficie, lo cual explicaría la menor cantidad de células positivas 

para el antígeno viral a las 24 hs p.i. y la menor producción viral en estas células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52- Internalización del TCRV en células CHO, TRVb o TRVb1. Se crecieron 
monocapas de células CHO (A, D) TRVb (B, E) o TRVb1 (C, F). Los paneles A, B y C fueron 
infectados con TCRV a una m.i. de 3 durante 60 min. Los paneles D, E y F fueron incubados 
solo con medio como control. Luego se realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron los 
cultivos durante 2 hs con anticuerpo policlonal anti TCRV a 4°C. Estos cultivos fueron fijados 
con formaldehido 3% para realizar IFI de membrana. Luego se incubaron con anti ratón 
conjugado a FITC. Aumento 1000X. 

 

 

7.3 Estudio de la entrada del TCRV en presencia de DC-sign o L-sign 

 

Con el objetivo de continuar con la caracterización de la entrada del 

TCRV, se  evaluó la capacidad del TCRV de infectar células en presencia de la 

lectina DC-sign. Como se demostró en las secciones anteriores de este capítulo (A 

y B), tanto los pseudotipos retrovirales que expresan la GPC del JUNV como el 

JUNV utilizan estas lectinas de tipo C para internalizarse. Se evaluó para TCRV la 

infección de las células felinas CRFK y su derivado que expresa establemente DC-

sign (Reagan y Whittaker, 2008). Como se observa en la figura 53, TCRV es capaz 

de infectar las células CRFK controles (panel A) en todas las m.i. ensayadas.  

Sin embargo al realizar la cuantificación de las células infectadas en el 

caso de las CRFK-DC-sign se observó un aumento de la infección en todas las m.i. 
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ensayadas (Fig. 53, panel B) indicando que también en el caso de TCRV, esta 

lectina estaría ayudando en el proceso de infección.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53- Infección de CRFK y CRFK DC-sign con TCRV. Se crecieron los cultivos celulares 
CRFK (A) y CRFK DC-sign (B) en cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades. Estos 
cultivos fueron infectados con TRCV a una m.i. de 0,1, 1 o 3. A las 24 hs p.i. se fijaron para 
IFI citoplasmática. Se realizó la IFI utilizando anticuerpos policlonales contra el TCRV y 
luego anti ratón conjugado a FITC. Se expresaron los datos como porcentaje de células 
infectadas en 3 experimentos independientes. Los errores corresponden a los desvíos 
estándar. 
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El virus Junín es uno de los cinco miembros de la familia arenaviridae capaz 

de producir fiebre hemorrágica en humanos. Distintos grupos de investigación han 

abordado el estudio de esta enfermedad y sus respectivos agentes etiológicos 

con el objetivo de esclarecer los mecanismos celulares y moleculares 

involucrados en la infección. Hasta el momento no se conoce con exactitud la 

interacción del JUNV con la célula huésped y con el sistema inmunológico del 

organismo infectado, así como tampoco existen terapias antivirales efectivas.  

El conocimiento del ciclo de replicación viral es el punto de partida para el 

desarrollo de estrategias tendientes al control, cura y/o prevención de las 

enfermedades virales. Los eventos tempranos del ciclo de replicación viral, tanto 

el reconocimiento del receptor específico como la adecuada internalización y 

desnudamiento constituyen una serie de eventos determinantes en el ciclo de 

replicación y el tropismo viral. La infectividad de la progenie, y su consecuente 

potencial patogénico, dependen de la adecuada interacción virus-célula 

huésped. La oportuna utilización de los recursos celulares es determinante para la 

supervivencia y prevalencia del virus en la naturaleza. Cada paso del ciclo de 

replicación posee requerimientos específicos y cada estructura celular utilizada 

representa un punto de estudio básico para la virología.  

En este trabajo se estudió la interacción virus-célula huésped con particular 

interés en los eventos tempranos del ciclo de replicación. Se estudiaron sobretodo 

las interacciones entre el JUNV y las membranas celulares, el citoesqueleto, así 

como también la interacción del virus con distintas proteínas involucradas en 

procesos endocíticos.  Como ha sido descripto en la sección de resultados, al 

utilizar compuestos que inhiben específicamente las distintas vías de entrada se 

ha demostrado que el JUNV utiliza principalmente la vía de vesículas recubiertas 

por clatrina para internalizarse en células Vero (Martinez y col., 2007). Hasta el 

momento han sido descriptos caminos de entrada alternativos para varios virus 

envueltos o no envueltos, sensible o no al pH ácido. El Echovirus 1 y los rotavirus 

son internalizados por caminos independientes de clatrina y caveola que 

requieren de la dinamina II (Din II) y son sensibles a la depleción de colesterol por 
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el compuesto MβCD. Por otro lado, el virus influenza puede ser endocitado por un 

mecanismo tanto dependiente como independientemente de clatrina en el 

mismo tipo celular (Rust y col., 2004). Con el objetivo de examinar el rol de la 

endocitosis mediada por clatrina en la entrada del JUNV en un modo más 

preciso, se realizaron ensayos de adsorción y penetración utilizando virus 

marcado. Estos estudios demostraron que la CPZ inhibe la internalización del virus 

a las células sin alterar su adsorción. Estos datos confirmaron que los compuestos 

actúan en un estadío post-adsorción durante la entrada viral, reafirmando los 

resultados obtenidos durante la tesina de licenciatura: la reducción de la 

expresión de la NP obtenida por IFI se debe a la inhibición de la internalización del 

JUNV y no a la adsorción del mismo. 

Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos de un modo más 

directo se realizaron ensayos de microscopia electrónica de transmisión. En estas 

observaciones el virus fue siempre encontrado dentro de vesículas recubiertas por 

clatrina o cerca de zonas de la membrana recubiertas por la misma. Las vesículas 

recubiertas por clatrina se observan usualmente con una morfología de “barril” o 

“pelota” de 65-75 nm o 90-100 nm de diámetro respectivamente, aunque se han 

encontrado estructuras de mayor tamaño con diámetro de hasta 120 nm 

(aproximadamente el 20% del total de las vesículas) (Ehrlich y col., 2004). Estas 

vesículas son generalmente de mayor diámetro que los virus que entran a las 

células por endocitosis. Sin embargo, para que la endocitosis mediada por 

clatrina sea esencial en el ciclo de replicación de los rabdovirus como VSV, que 

tienen forma de bala con diámetros de 75 nm y un largo máximo de 180 nm, las 

vesículas recubiertas con clatrina deben sufrir una deformación de su morfología 

típica (Brodsky y col., 2001). Esta deformación es notable en micrografías 

electrónicas de VSV en vesículas endocíticas altamente electrodensas, 

características de las recubiertas con clatrina (Matlin y col., 1982). 

Consecuentemente el JUNV podría utilizar la misma estrategia que VSV para 

internalizarse dependientemente de vesículas recubiertas con clatrina a pesar de 

su diámetro variable entre 50 y 300 nm (Murphy y col., 1970).  
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Asimismo, estudios previos en miembros de la misma familia como LCMV 

mostraron, por microscopía electrónica de transmisión, que es endocitado dentro 

de vesículas no recubiertas en líneas celulares de fibroblastos de roedores (Borrow 

y Oldstone, 1994). Asimismo, se observó que los agentes que alteran el colesterol 

de la membrana inhiben la endocitosis del LCMV (Shah y col., 2006). Dado que los 

arenavirus del Viejo mundo como LCMV utilizan al ǂ-distroglicano como receptor, 

mientras que el JUNV utiliza al TfR1 (Rhadoshitzi y col., 2007), no debería resultar 

extraño que los distintos grupos utilicen además distintas vías de entrada. 

Coincidentemente, el hecho de que el marcador de la entrada viral utilizada en 

este trabajo sea la transferrina corrobora el hecho de que la vía de entrada 

utilizada por este ligando sea utilizada también por el virus.  

Las proteínas celulares dominantes negativas han demostrado ser una 

herramienta útil para analizar la función de las distintas proteínas involucradas en 

una determinada vía de tráfico intracelular. Cuando son expresadas a altas 

concentraciones, estas mutantes actúan solapando el efecto de las proteínas 

salvajes de la célula e inhibiendo su función. En estudios de entrada viral, han sido 

ampliamente utilizadas la expresión de proteínas dominantes negativas para 

analizar el rol de la dinamina, que es la GTPasa requerida para liberar la vesícula 

de clatrina. Pero además de ser necesaria para la endocitosis mediada por 

clatrina la dinamina también es necesaria para la formación de caveolas (Henley 

y col., 1998), la exocitosis de vesículas derivadas de Golgi (Jones y col., 1998; 

Nicoziani y col.,2000), fagocitosis (Gold y col., 1999) y endocitosis no mediada por 

clatrina (Lamaze y col., 2001). Debido a los efectos pleiotrópicos de la dinamina 

se recurre en paralelo al uso de moléculas que inhiban más específicamente la 

endocitosis mediada por clatrina. La más utilizada hasta el momento es la 

proteína Eps15, la cual se une al adaptador AP-2 requerido para la internalización 

a través de vesículas recubiertas con clatrina (Benmerah y col., 1998). En 

consecuencia el siguiente objetivo de este trabajo fue estudiar las proteínas 

celulares involucradas en este proceso endocítico. Se corroboró el uso de la vía 

de endocitosis mediada por vesículas recubiertas por clatrina utilizando la 
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expresión de la proteína mutante dominante negativa EPS-15. La sobreexpresión 

de la mutante EH29 resulta en una interferencia específica sobre el ensamblado 

de las vesículas recubiertas con clatrina, sin afectar otras vías endocíticas que no 

dependen de la red de clatrina (Benmerah y col., 1998; Nichols, 2003). Se utilizó 

como control la endocitosis de la transferrina, observando que la internalización 

de la misma solo se veía afectada cuando se sobreexpresó la proteína 

dominante negativa, pero no en el caso de la sobreexpresión de la proteína 

salvaje conjugada a GFP. Al realizar estos ensayos utilizando al JUNV se observó 

que la infección se ve inhibida en células que expresan la proteína dominante 

negativa de Eps-15, mientras que la infección en células que expresan la proteína 

salvaje no se ve afectada. Estos resultados indican que la misma sería esencial 

durante las etapas tempranas del ciclo de replicación del JUNV. Asimismo, se 

estudió la función de la GTPasa dinamina II en la entrada del JUNV. Se utilizó la 

mutante dominante negativa K44A, caracterizada por inhibir la función de la 

dinamina celular tanto de tipo I como de tipo II, bloqueando así la endocitosis 

dependiente de clatrina como de caveolas (Damke y col., 1994). Este estudio 

reveló la necesidad de esta GTPasa celular para la infección por el JUNV.   

Trabajos previos han descripto que la infección con el JUNV es sensible a 

agentes que interfieren con la acidificación de los endosomas (Castilla y col., 

1994). Estos datos son consistentes con un mecanismo de endocitosis mediada 

por clatrina, ya que las vesículas recubiertas con clatrina transportan su “carga” a 

endosomas de pH acido. La sensibilidad hacia los agentes lisosomotrópicos ha 

sido generalmente considerada evidencia de entrada mediada por endocitosis, 

aunque también ha sido publicado que existen virus insensibles a agentes 

lisosomotrópicos, como el poliomavirus murino, que pueden utilizar esta vía de 

entrada (Liebl et al., 2006). De hecho, varios caminos endocíticos han sido 

recientemente identificados además de la vía de entrada dependiente de 

clatrina, ya ampliamente estudiada (Conner y Schmid, 2003; Pelkmans y Helenius, 

2003). Estos nuevos caminos difieren en el tipo de vesículas y proteínas 

involucradas en la formación de las mismas, además del tipo de compartimento 
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intracelular al cual el material internalizado es transportado. Algunas llevan sus 

ligando a los clásicos endosomas ácidos tempranos y tardíos, en donde se reúnen 

con los ligandos endocíticos internalizados por vesículas recubiertas por clatrina, 

mientras que otras vesículas liberan su “carga” a compartimentos endosomales 

de pH neutro, como los caveosomas, retículo endoplasmático o el aparato de 

Golgi (Nichols, 2003; Pelkmans y Helenius, 2003).  

Los ensayos utilizando la GPC del JUNV demostraron que el pH óptimo para 

mediar la fusión es 5. Estos datos demostraron que la fusión de la proteína de 

envoltura del JUNV con la membrana celular ocurre a un pH ácido que mimetiza 

el bajo pH requerido para la fusión dentro de los endosomas (Castilla y col., 1994). 

Consecuentemente, se evaluó el camino endocítico utilizado por el JUNV una vez 

internalizado. Para esto se utilizaron como marcadoras de los distintos 

compartimentos endosomales las proteínas Rab. Existen por lo menos 12 proteínas 

Rab que regulan el tráfico a través del camino endosomal en células de 

mamífero (Jordens y col., 2005). Dentro de este grupo las proteínas Rab5 y Rab7 

juegan un papel esencial en el tráfico de vesículas endocíticas. La proteína Rab5 

está presente en endosomas tempranos (ET) y regula el transporte de vesículas 

endocíticas desde la membrana plasmática hacia los ET y la fusión entre los ET 

(Barbieri y col., 1996). La proteína Rab7 se encuentra principalmente en 

endosomas tardíos (LE “late endosomes”) y regula el tráfico entre los ET y los LE y 

entre los LE y los lisosomas (Bucci y col., 2000). Esta organización única de las 

proteínas Rab en distintos compartimentos celulares y su especificidad como 

reguladores del tráfico vesicular las ha convertido en importantes herramientas 

para el estudio de la endocitosis. En este trabajo se utilizó la expresión de formas 

mutantes dominantes negativas (DN) de las proteínas Rab5 y Rab7 para 

identificar los pasos del transporte intracelular requeridos para la infección del 

JUNV. El pH presente en los ET se encuentra generalmente entre 6,2-6,5, no siendo 

suficientemente ácido para mediar la fusión entre la GPC del JUNV y la 

membrana plasmática, mientras que el pH alcanzado en los LE es de 5-6 

(Guiducci y col., 2006; Maxfield y McGraw, 2004). Basados en el requerimiento de 
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pH para la fusión, fue predicho que el JUNV debería fusionar en endosomas 

tardíos, viajando o no a través de endosomas tempranos. Para evaluar esta vía se 

utilizaron las proteínas mutantes dominantes negativas de Rab5 y Rab7. Se 

observó una disminución de la infección al estar estas DN expresadas en las 

células, indicando que ambas cumplirían un rol esencial en la infección por el 

JUNV. Estos datos revelaron que el JUNV viajaría por una vía mediada por 

endosomas tempranos hacia los endosomas tardíos donde ocurriría la fusión. En la 

figura 53 se describe el mecanismo propuesto para la internalización del JUNV. Los 

datos obtenidos demostraron que la entrada del JUNV a las células Vero es 

dependiente de endocitosis mediada por clatrina, y son esenciales las proteínas 

dinamina II y Eps-15 en este proceso, mientras que una vez que ha sido 

internalizado utiliza el camino de ET hacia los LE, indicado por la presencia de 

Rab5 y Rab7 respectivamente.  

Casi todos los virus utilizan el citoesqueleto para su transporte dentro de la 

célula durante la infección. A pesar de esto, se conoce muy poco sobre el 

mecanismo por el cual los virus utilizan la dinámica del citoesqueleto. En esta 

parte del trabajo se mostraron una serie de experimentos que fueron diseñados 

para comprender el mecanismo y los elementos esenciales de la entrada del 

JUNV. Desorganizando selectivamente la arquitectura o dinámica de los dos 

componentes principales del citoesqueleto, los microfilamentos y los microtúbulos, 

fueron estudiados los participantes del transporte de JUNV durante la infección 

temprana. 
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Figura 54. Camino endosomal propuesto para la entrada del JUNV. 

 

Primero se estudió el rol de los microfilamentos durante la entrada del JUNV. 

Con este fin se utilizaron dos compuestos que se unen a la actina y manipulan la 

integridad de los microfilamentos por mecanismos de acción opuestos.  Cuando 

la Citochalasina D fue utilizada para desorganizar los microfilamentos citosólicos, 

se observó una disminución de la cantidad de células infectadas. Al realizar la 

inmunomarcación para evidenciar la acción del compuesto sobre los 

microfilamentos se observó que los filamentos periféricos permanecían intactos al 
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tratarse con Citochalasina D. Por este motivo se continuó el estudio utilizando la 

Latrunculina A, que elimina los almacenamientos de actina-G utilizados para 

reparar o formar filamentos de novo, y despolimeriza la actina tanto cortical 

como citoplasmática (Spector y col., 1999). Con este tratamiento se vió inhibida la 

infección con el JUNV. Estos hallazgos son de particular interés ya que mostraron 

que la disminución de la actina-G disponible para formar filamentos, junto con la 

integridad de la actina cortical, son esenciales en la entrada del JUNV, mientras 

que la integridad de los filamentos de actina citoplasmáticos no sería un 

requerimiento esencial en esta etapa. De manera similar, se ha demostrado que 

la entrada del adenovirus tipo 2 y de los pseudotipos retrovirales con la 

glicoproteína del virus Ebola es inhibida cuando los filamentos de actina son 

despolimerizados, indicando la necesidad de su integridad para internalizarse 

(Nakano et al., 2000; Yonezawa et al., 2005). Por otro lado, la entrada del JUNV en 

presencia de Jasplakinolida, compuesto que estabiliza los microfilamentos de 

actina preexistentes, no se vió inhibida, a pesar de los notables cambios 

morfológicos observados en las células. Hasta el momento, los estudios con otros 

virus no han mostrado un consenso sobre los requerimientos del citoesqueleto 

durante los pasos iniciales de la infección. Por ejemplo, se ha demostrado que la 

despolimerización de los filamentos de actina con Latrunculina A no previene la 

infección por BKV, mientras que la dinámica de los mismos resulta esencial según 

lo demostrado por ensayos con Jasplakinolida (Eash y Atwood, 2005). El colapso 

de la red de actina, con los compuestos utilizados hasta el momento en este 

estudio, no ha mostrado ser esencial en la entrada de arenavirus pertenecientes 

al grupo del Viejo Mundo como LCMV. Los trabajos realizados en este grupo 

relacionados con el citoesqueleto demuestran que no sería necesaria ni la 

integridad estructural ni la dinámica de los microfilamentos en los eventos 

tempranos de su ciclo de replicación viral (Rojek y col., 2008). Estos hallazgos 

concuerdan con el hecho de que los arenavirus del viejo mundo utilizan una vía 

de entrada diferente de la endocitosis mediada por vesículas recubiertas con 

clatrina, utilizada por JUNV Y TCRV (Martinez y col., 2007).  Nuestros resultados, 
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sobre la progresión de la infección temprana del JUNV en células con el 

citoesqueleto de actina desorganizado concuerdan con reportes previos que 

muestran el requerimiento de una red de actina intacta durante eventos 

tempranos de endocitosis mediada por clatrina (Yarar y col., 2005).  

A continuación el estudio se centró en la función de los microtúbulos 

durante los eventos tempranos del ciclo de replicación del JUNV en células Vero. 

Con este objetivo se utilizaron dos compuestos con mecanismos de acción 

altamente caracterizados, el Nocodazol y el Paclitaxel, los cuales ejercen efectos 

opuestos en la estabilidad de los microtúbulos. La inhibición reversible de la 

polimerización de los microtúbulos no resultó en una inhibición significativa de los 

niveles de expresión de la NP del JUNV. Sin embargo, el arresto del estado 

dinámico de los microtúbulos con Paclitaxel, interfirió con la expresión de la NP del 

JUNV. El tratamiento de las células Vero con Paclitaxel llevo a la formación 

característica de arreglos paralelos de tubulina, debidos a la polimerización 

aumentada y el bloqueo de la despolimerización de los microtúbulos. Nuestras 

observaciones demostraron que el nivel de la expresión de la NP del JUNV 

disminuyó en células con la dinámica de los microtúbulos alterada, indicando que 

durante la invasión a la célula el virus haría uso de las propiedades mecánicas 

intrínsecas de estas fibras. Esto concuerda con los estudios realizados en otros 

virus, que habiendo manipulado su camino utilizando actina cortical dentro de 

vesículas o por fusión directa con la membrana, los virus como los endosomas 

parecen cambiar de moverse sobre actina a moverse sobre microtúbulos para 

alcanzar el centro de la célula. Esto podría ser logrado por la unión del virus o de 

la vesícula a miosina y dineína simultanea o secuencialmente, permitiendo que el 

virus pase de una vía a la otra, una vez que se encuentra cerca de los 

microtúbulos (Radtke y col., 2006). Hasta el momento ninguna de estas proteínas 

motoras ha sido asociada con la internalización del JUNV o alguno de sus pasos 

del ciclo de replicación, como tampoco había sido caracterizada la necesidad 

de la integridad de la red de tubulina en eventos tempranos del ciclo de 

replicación del JUNV  o cualquier miembro de la familia Arenaviridae.  
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Con el fin de confirmar que los pasos iniciales del ciclo de replicación viral 

estaban siendo inhibidos al desorganizar el citoesqueleto celular, se realizaron 

ensayos de RT-PCR en tiempo real. Estos experimentos demostraron una 

disminución del ARN que representa al fragmento S del RNA del JUNV al tratar a 

las células con Latrunculina A o Paclitaxel, e infectarlas en presencia de 

concentraciones adecuadas de los mismos. Estos resultados nos indican que un 

paso temprano, previo a la replicación del virus, se ve inhibido en presencia de 

estos compuestos. Se descartó la posibilidad de que la replicación o transcripción 

pueda verse afectada por estos compuestos, ya que el citoesqueleto puede 

verse involucrado de manera directa con la maquinaria de replicación viral. Este 

es el caso del VSV y el virus Sendai, que requieren de los microtúbulos para su 

replicación eficiente in vitro, mientras que el virus parainfluenza tipo 3 y el RSV 

requieren de la actina para su replicación in vitro (Moyer y col., 1986; Burke y col., 

1998; De y col., 1991). Para estudiar esta posibilidad, fue evaluada la habilidad del 

JUNV para replicar y transcribir su genoma eficientemente en presencia de los 

inhibidores, cuando estos fueron agregados en el momento de la replicación. Los 

ensayos cuantitativos realizados demostraron que los niveles de ARN del JUNV en 

células infectadas no variaron en presencia de los compuestos. Por este motivo se 

determinó que la entrada del virus a la célula es la etapa del ciclo de replicación 

afectada por estos compuestos en estas condiciones. Además, nuestros 

resultados sugirieron que la integridad del citoesqueleto no sería esencial para 

organizar el complejo de transcripción/replicación del JUNV en las células, 

aunque se necesitarían experimentos más concluyentes para asegurarlo.  

En síntesis, en esta etapa del trabajo se examinó el rol de los microfilamentos 

y microtúbulos en las etapas tempranas del ciclo de replicación del JUNV. Para 

esto se expusieron los cultivos de células Vero a una selección de agentes 

farmacológicos que afectan  específicamente a la estructura o propiedades 

antes mencionada de los distintos componentes del citoesqueleto. Así se 

demostró que la despolimerización de los filamentos de actina resulta en una 

disminución significativa de la entrada del JUNV, mientras que el arresto de la 
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dinámica de los microfilamentos no interfiere significativamente en este paso. En 

contraste, la infección temprana con el JUNV es exitosa aún cuando los 

microtúbulos se hallan desensamblados, mientras que resulta esencial la dinámica 

de los mismos para su correcta replicación. La naturaleza exacta de las 

interacciones entre el JUNV y los elementos participantes del citoesqueleto en el 

proceso de internalización del JUNV todavía no queda completamente definida. 

Sin embargo los estudios presentados en esta tesis son la base para comenzar a 

profundizar la interacción entre el JUNV y el citoesqueleto.  

En la última etapa de éste trabajo de tesis se investigó la interacción del 

JUNV o su pseudotipo retroviral llevando la GPC del JUNV, con lectinas de tipo C. 

Se ha demostrado que la expresión de DC-sign y su homólogo L-sign aumentan la 

susceptibilidad de las células a ser infectadas con JUNV, y de hecho su expresión 

es suficiente para conferirle permisibilidad en un cultivo celular no susceptible al 

virus. La unión de estas lectinas a los patógenos depende de la presencia de 

cadenas de manosas  con unión N u oligosacáridos fucosilados en la 

glicoproteína de envoltura del patógeno. Como el JUNV presenta una GPC 

altamente glicosilada se pensó en evaluar la interacción del patógeno con las 

lectinas de tipo C. 

Se ha demostrado que el JUNV puede utilizar DC-sign o L-sign como factores 

de adhesión, resultando en infecciones productivas de células que expresan estas 

lectinas en su superficie. Estos resultados in vitro sugieren que estos factores de 

adhesión podrían ser responsables por el patrón característico de tipos celulares y 

órganos que son predominantemente infectados en una etapa temprana de la 

infección, capturando al virus y promoviendo su entrada. EL DC-sign es expresado 

por células dendríticas (CDs) de la dermis y macrófagos, mientras que el L-sign es 

expresado en células endoteliales. La interacción está dada por la unión de los 

dominios de reconocimiento de carbohidratos (DRC) de las lectinas a las 

manosilaciones con unión N en la GPC del JUNV. Las células 3T3 y CRFK que se 

encuentran establemente transfectadas con el ADNc para la expresión de DC-

sign o L-sign demostraron ser alrededor de 2 órdenes de magnitud más permisivas 
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que las células control para la infección del JUNV. La especificidad de la 

interacción con las lectinas fue demostrada bloqueando la infección de las 

células que expresan las lectinas con Mannan o con anticuerpos monoclonales 

reactivos tanto contra DC-sign como L-sign.  

Las lectinas de tipo C reconocen al patógeno asociado a un arreglo de 

glicosilaciones que activa las células centinelas del sistema inmune. Sin embargo 

no está del todo claro como estas moléculas reconocen lo propio de lo 

patogénico. Para la gp120 de HIV y la glicoproteína del virus Ebola, ha sido 

demostrado que el procesamiento de sus carbohidratos pueden mostrar distintos 

patrones dependiendo del tipo de célula huésped humana en la cual fueron 

producidos, lo cual altera la interacción con las lectinas de tipo C (Simmons y col, 

2003). Por lo tanto, la unión a DC-sign o L-sign puede ser distinta en distintas fases 

de la replicación dentro de un mismo huésped o entre huéspedes cercanos.  

Tanto las células 3T3 como las TRVb demostraron ser poco permisivas a la 

infección por JUNV. Sin embargo, cuando estas son transfectadas con las lectinas 

de tipo C, ya sea estable o transientemente, o el hTfR1 en el caso de las TRVb, 

promueven una alta infección del virus. Estos resultados sugieren que tanto la 

expresión de las lectinas como la del receptor específico conocido para el JUNV 

(hTfR1) median la infección productiva del JUNV. Sin embargo se observó una 

infección basal tanto en las células TRVb como las 3T3 salvajes, sugiriendo que por 

lo menos un grupo de estas células son permisivas a la infección con JUNV. De 

cualquier forma el hallazgo de factores de adhesión que permitan la entrada e 

infección productiva, en células poco permisivas a la infección en su forma 

salvaje, es un avance significativo en el estudio de la biología de los arenavirus del 

Nuevo Mundo. 

 Además de DC-sign y L-sign existen otras lectinas presentes en las CDs 

(Dzionek y col., 2001), así como también en macrófagos, células endoteliales y 

otros tipos celulares (Figdor y col., 2002). Aunque ha sido demostrado que la 

expresión de DC-sign o L-sign promueve la unión a las células, y esta unión resulta 

en una infección productiva, todavía queda por ser determinado si existen otras 
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proteínas en estas células que puedan facilitar la unión del virus. La molécula DC-

sign media la interacción entre las CDs y las células T por unión a la molécula de 

adhesión intracelular 3 (ICAM3), y además sirve como un factor de unión para 

HIV. Geijtenbeek y col. (2000), también han demostrado que el DC-sign es 

responsable en gran parte de la habilidad de las CDs de unirse a HIV-1 y 

presentarlo a células expresando CD4 y un co-receptor adecuado, lo cual resulta 

en una infección viral eficiente. El DC-sign es una proteína de membrana tipo II 

que contiene un dominio de tipo lectina C, y se ha demostrado que las 

interacciones entre DC-sign y HIV  pueden prevenirse por EGTA  o mannan. Esto 

demuestra que DC-sign interactúa con uno o más de los carbohidratos presentes 

en la glicoproteína de envoltura de HIV-1. En trabajos realizados estudiando 

distintas cepas de HIV-1, HIV-2 y SIV, se demostró que todas podían interactuar 

con DC-sign, demostrando que esta lectina actuaría de forma universal para los 

lentivirus primates (Pöhlmann y col., 2001).   

El mecanismo por el cual DC-sign media la transmisión viral aún no está del 

todo claro. No se conoce todavía si la unión al DC-sign significa que JUNV será 

transmitido a células positivas para su receptor específico, es decir si la unión a 

DC-sign media una infección en trans o si el mismo será internalizado en las 

células positivas para lectina, es decir mediante un mecanismo de infección en 

cis. La eficiencia de transmisión del virus puede ser dependiente en parte de las 

interacciones entre DC-sign y las moléculas como ICAM3 en la superficie de las 

células positivas para el receptor. En presencia de interacciones célula-célula 

muy fuertes, como ocurre entre las células T y las CDs, el virus unido a DC-sign en 

la superficie de una de las células podría ser puesto en gran proximidad con la 

superficie de la otra célula. Como resultado, la interacción entre la GPC del JUNV 

y su receptor podría aumentar. Si esta especulación es correcta, entonces podría 

esperarse que la eficiencia con la cual DC-sign se une al virus sea independiente 

del tipo celular en el cual esta expresada la lectina, mientras que la habilidad de 

DC-sign de transmitir el virus sería altamente dependiente de los tipos celulares 

involucrados y las interacciones que ocurren entre ellos. Otra posibilidad es que 
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DC-sign sea capaz de incrementar la infección viral alterando la estructura de la 

proteína de envoltura de una forma que aumente la eficiencia de la interacción 

con el receptor o induzca un cambio conformacional que haga que la GPC 

cambie a su forma fusogénica más rápidamente, aumentando la fusión. Estas 

posibilidades todavía quedan por ser evaluadas para poder entender 

completamente el mecanismo por el cual DC- y L- sign pueden unirse y participar 

en el ciclo de replicación viral. 

Una vez que el virión fue adsorbido por la lectina podría permanecer 

asociado a la superficie de la célula o podría ser endocitado. El dominio 

citoplasmático de DC-sign y L-sign contiene dos motivos capaces de mediar 

endocitosis y reciclaje en múltiples contextos. Para el caso de HIV-1 ha sido 

demostrado que permanece asociado en la membrana de la célula por periodos 

prolongados de tiempo. Aunque trabajos más recientes demuestran que luego 

de interactuar con DC-sign o L-sign el virión sería internalizado en las células 

dendríticas y seguiría su camino hacia endosomas de pH ácido. Una vez dentro 

de los endosomas el virión permanecería en compartimentos aún no 

completamente caracterizados, pero los mismos le permitirían mantenerse 

“ocultos” del sistema inmune, hasta llegar a un tejido cuyas células expresen CD4 

y allí sería transmitido desde las CDs a las células blanco a través de estructuras 

llamadas “sinaptosomas infecciosos”.  

La interacción de JUNV con lectinas como DC- y L-sign presentes en 

macrófagos, hepatocitos y células endoteliales puede ser consecuencia del ciclo 

de replicación del virus. L-sign se expresa principalmente en células sinusoidales 

endoteliales del hígado (LSECs), las cuales forman los vasos que separan el flujo 

sanguíneo hepático de los hepatocitos. Las LSECs proveen una barrera difusional 

para los virus pero también están involucradas en el proceso de transcitosis 

mediada por receptor. Además de regular el transporte, las LSECs son células 

presentadoras de antígeno que pueden contribuir con la vigilancia inmune junto 

con los macrófagos residentes que se adhieren a las LSECs. El proceso de 

transcitosis del virus podría resultar en una eficiente forma de pasar de sangre 
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circulante a la población de células blanco, pero la identidad de este receptor 

aún no ha sido descubierta, así como tampoco se ha demostrado para el caso 

de los arenavirus que ocurra este proceso de transcitosis como en el caso del virus 

de la hepatitis B (Knolle y Gerken, 2000). Por analogía a la habilidad del DC-sign 

de mediar la infección en trans para HIV-1 es posible que tanto DC-sign como L-

sign promuevan la infección de células adyacentes luego de la transcitosis del 

virus.  

JUNV es uno de los tantos patógenos humanos que interactúan con DC-

sign y L-sign. La especificidad de estas interacciones se observó con virus que 

poseen proteínas de envoltura altamente glicosiladas pero no interactúan con 

DC-sign ni L-sign (Colmenares y col., 2002). Los resultados obtenidos en este 

trabajo muestran que el JUNV ha alcanzado caminos de glicosilación del 

huésped que lo llevan a incrementar su interacción con estas lectinas. En 

conclusión, se ha demostrado que el JUNV interactúa específicamente con DC-

sign y L-sign, y que esta interacción esta mediada por la GPC. Estos hallazgos 

muestran la posibilidad de que la interacción del JUNV con estas moléculas en 

macrófagos, CDs, y células endoteliales tenga importantes consecuencias en la 

infección con JUNV. Finalmente, el descubrimiento de que DC-sign y su homólogo 

L-sign incrementen la infección con el JUNV muestra la importancia de investigar 

interacciones de la GPC con otras proteínas de superficie en una gran variedad 

de tipos celulares, para determinar si los cambios en la eficiencia de la unión 

impactan en la infectividad del virus y su tropismo y patogenicidad.  

En este trabajo de tesis se han caracterizado los pasos tempranos implicados 

en la internalización del JUNV así como la interacción del virus con distintos 

componentes de la célula huésped. El conocimiento de esta relación entre los 

arenavirus y la célula huésped no solo provee información sobre su mecanismo de 

replicación básico sino que también ayuda en la búsqueda de nuevas terapias 

profilácticas y antivirales. 
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