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RESUMEN 

El virus sincitial respiratorio (VSR) es un patógeno de importancia en salud pública 

causante de infecciones respiratorias severas como la bronquiolitis, afecta principalmente 

a niños y no existe una vacuna, por lo que es necesario conocer sus mecanismos de 

replicación y establecer estrategias terapéuticas para controlar la infección. El inicio de la 

traducción es una fase altamente regulada y de alta importancia en la replicación viral, 

por lo que nuestro objetivo fue analizar los factores claves del inicio de la traducción eIF4E 

y eIF4G durante la infección por VSR. 4EBP1 es un represor de la traducción celular que 

se activa para unirse con eIF4E cuando está hipofosforilado, por lo que, mediante western 

blot y usando anticuerpos contra 4EBP1 fosfoespecíficos observamos que éste es 

defosforilado durante la infección por VSR desde las 12 hpi. Ya que eIF4G es blanco de 

proteólisis en algunas infecciones virales, mediante western blot y anticuerpos dirigidos 

a este factor traduccional, observamos que disminuye a las 36 hpi, mientras aumenta una 

banda de menor peso molecular. Un marcaje metabólico de células HEp-2 infectadas con 

VSR mostró una disminución de la síntesis de proteínas celulares a partir de las 28 hpi 

(horas post-infección) y que es reducida en un 40% a partir de las 32 hpi. Para evaluar la 

localización intracelular de eIF4E y eIF4G, se utilizó microscopía de fluorescencia, 

utilizando a la proteína PABP (proteína de unión al tracto poliadenilado) como control. 

Los resultados obtenidos muestran que tanto eIF4E como eIF4G forman agregados en 

el citoplasma a las 20 hpi, mientras que PABPC se transloca al núcleo al mismo tiempo. 

Debido a que los resultados muestran que durante la infección 4EBP1 es defosforilada a 

partir de las 28 horas, decidimos utilizar rapamicina, un inductor de la defosforilación de 

4EBP, en las células Hep-2 infectadas con VSR durante 36 horas. Los resultados 

muestran un aumento de progenie viral de hasta 8 veces. En conjunto, los resultados de 

nuestro estudio sugieren que el VSR regula factores de inicio de la traducción, uno de los 

cuales puede ser eIF4E a través de la defosforilación de 4EBP favoreciendo su ciclo de 

replicación. Nuestro estudio aporta evidencia para futuras investigaciones ya que en la 

clínica se utiliza a la rapamicina y sus derivados como inmunodepresores, sobre todo en 

pacientes con trasplantes que podrían ser infectados por VSR haciendo más severa la 

infección; por lo que, es necesario realizar más estudios al respecto. 
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ABSTRACT 

Respiratory syncytial virus (RSV) is an important pathogen in public health, that 

mainly affect children and doesn´t exist a vaccine, so it is necessary to know its replication 

mechanism and to establish therapeutic strategies to control the infection. Translation 

initiation is a highly regulated phase and it has high importance for viral replication, 

therefore our main aim was to analyze the key initiation factors eIF4E and eIF4G during 

RSV infection. 4EBP is a cellular translation repressor that is activated by binding to eIF4E 

when is hypophosphorylated. So that, using western blot and antibodies against 

phosphorylated 4EBP1, we observed that is dephosphorylated since 12 pih during RSV 

infection. Since eIF4G is a proteolytic target in some viral infections, using western blot 

and antibodies against eIF4G, we observed a decrease at 36 pih. Meanwhile, a low 

molecular weight band was increased. HEp-2 cells infected with RSV metabolic labeling 

showed a protein synthesis decrease since 28 pih and that was reduced by 40% at 32 

and 36 pih. We used immunofluorescent microscopy to evaluate the intracellular location 

of eIF4E and eIF4G, using PABP (Poly(A)-binding protein) as a control. The results 

obtained show that both eIF4E and eIF4G form cytoplasmic aggregates at 20 pih, 

meanwhile PABPC was translocated to the nucleus at the same pih. Since our results 

show that, during infection, 4EBP is dephosphorylated at 28 hours, we decided to use 

rapamycin, a dephosphorylation inductor of 4EBP in HEp-2 cells 36 hours before infection. 

The results showed that viral progeny was increased by 8 folds. Altogether, our results 

show that RSV regulates translational initiation factors, one can be eIF4E through 4EBP 

dephosphorilation favoring its replication. Our study provides evidence for futures 

investigations, because in clinic, rapamycin and derivates are used like 

immunosuppressant agents, especially in patients with organ transplantation who can be 

infected by RSV, making more severe the infection. Therefore, more studies are 

necessary. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El virus  sincitial respiratorio  (VSR)  humano, bovino, ovino, caprino y el virus de 

la neumonía de ratón (PVM) pertenecen al género Pneumovirus, subfamilia 

Pneumoviridae y familia Paramyxoviridae (Cane, 2006). El VSR es un virus envuelto con 

genoma de RNA de cadena sencilla, no segmentado y polaridad negativa (Cowton et al., 2006).  

El genoma y el antigenoma no poseen cap ni tracto poliadenilado. Del genoma se transcriben 10 

mRNAs que poseen cap, poli A y están flanqueados por secuencias conservadas y poseen una 

región intergénica que puede variar en longitud y secuencias (Bermingham y Collins, 1999;  

Harmon y Wertz, 2002;  Moudy et al., 2004). En el ser humano, VSR tiene importancia clínica, 

ya que es el principal patógeno en infecciones respiratorias en niños (Manjarrez et al., 

2003). VSR es altamente infeccioso y es contraído por niños menores de dos años que 

pueden desarrollar infecciones de mayor severidad como la bronquiolitis (Leung et al., 

2005). La infección por este virus puede ocurrir a cualquier edad, por lo que, no está 

restringido a niños. En adultos mayores y personas inmunocomprometidas puede 

ocasionar infecciones severas o incluso la muerte (Welliver, 2003;  Falsey et al., 2005). 

Las infecciones por VSR pueden ser recurrentes y se ha propuesto que puede ocasionar 

infecciones persistentes y asma (Sarmiento et al., 2002;  Mohapatra y Boyapalle, 2008;  

Sarmiento et al., 2008).  

 

VSR tiene un tropismo parcialmente caracterizado y se sabe que su genoma 

puede ser detectado en ojos, sangre, hígado, fluido cerebro-espinal y miocardio 

(Eisenhut, 2006;  Bitko et al., 2007a). Además, VSR puede encontrarse en secreciones 

nasales, saliva, sudor y heces fecales (von Linstow et al., 2006). Esto sugiere un extenso 

modo de transmisión que podría llevar a grandes epidemias, elevada tasa de morbilidad 

y mortalidad. Actualmente no se ha patentado una vacuna y, dado el gran problema de 

salud asociado a su infección, es necesario conocer los mecanismos que emplea para 

replicarse y establecer estrategias terapéuticas antivirales para controlar la infección 

(Neuzil, 2016). 

 

Los virus necesitan a la célula para poderse replicar. El proceso de la traducción, 

así como las proteínas celulares que participan, son altamente regulados durante las 

infecciones virales debido a que es un evento necesario para la síntesis de proteína viral. 
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Los estudios realizados sobre la traducción del RNA mensajero (mRNA) viral ha aportado 

valiosa información de cómo es llevada a cabo la traducción celular y su relación (Shors, 

2009).  

  

Se ha sugerido que la traducción y sus componentes responden a una gran 

variedad de condiciones, tal y como se ha observado en algunas enfermedades como 

cáncer (Mamane et al., 2006), diabetes (Shi et al., 2003), en infecciones virales 

(Schneider y Mohr, 2003) y en algunos procesos fisiológicos como el proceso de memoria 

(Costa-Mattioli y Sonenberg, 2008). Por esta razón, se ha despertado un gran interés por 

entender las bases moleculares de este proceso celular ya que parece representar un 

posible blanco para el tratamiento y control de este tipo de patologías, entre las que se 

incluye las infecciones virales. 

 

2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Características de los mRNAs eucariontes 

 

En los mRNAs de células eucariontes existen elementos estructuralmente 

compartidos. Una región codificante denominada ORF (marco de lectura abierta), 

flanqueada por dos secuencias no codificantes o UTR (Región flanqueante no traducida), 

tanto en el extremo 5’ como en el 3’ (5’ UTR y 3’ UTR). En el extremo 5’ se encuentra el 

cap, que es una estructura m7Gpppx (x es cualquier nucleótido). El extremo 3’ se 

caracteriza por presentar un tracto poliadenilado (poli A), en mamíferos la poli A tiene una 

longitud de 250 nucleótidos y en levaduras tiene hasta 80 nucleótidos, de forma 

interesante, en mRNAs de histonas puede estar ausente. Las estructuras cap y poli A 

juegan un papel importante en la eficiencia de la traducción (Gray y Wickens, 1998;  

Gingras et al., 1999b;  Wilkie et al., 2003;  Pickering y Willis, 2005;  Voet y Voet, 2006). 

Otras características de los mRNAs es que pueden contener elementos en cis (cis-acting 

elements), los cuales son estructuras que tienen como función modular la traducción y 

en estos se incluye a las secuencias flanqueantes del codón de inicio, estructuras 

secundarias en la región 5’ UTR, marcos abiertos de lectura río arriba (uORF), sitios de 
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unión específicos a proteínas reguladoras, tractos oligopirimidínicos en el extremo 5’ y 

sitios de entrada directa al ribosoma  (IRES) (Gingras et al., 1999b). Las estructuras 

básicas de un mRNA eucariótico se representan en la figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Fases de la traducción

La síntesis de proteínas se lleva a cabo en el citoplasma y se divide en tres etapas: 

iniciación, elongación y terminación. Las proteínas que participan en los tres procesos de 

la traducción se les llaman factores traduccionales. La fase de inicio comprende todo 

proceso previo al ensamble del ribosoma en el codón de inicio, esta fase se caracteriza 

por su alto grado de regulación (Gray y Wickens, 1998;  Kapp y Lorsch, 2004). La 

traducción puede ser de dos tipos dependiendo de los elementos involucrados: cap-

dependiente y cap-independiente, esta última es mediada por IRES (Sitio interno de 

entrada al ribosoma) (Gray y Wickens, 1998). 

 

2.3 Traducción cap-dependiente

 

La síntesis de proteínas mediada por cap es la más empleada por los mRNAs celulares. 

En este proceso el mRNA es reclutado a un factor de inicio de la traducción eucariota 

(eIF) llamado 4F (eIF4F), formado por tres factores traduccionales conocidos como 

eIF4A, eIF4E y eIF4G. eIF4E tiene como principal función unirse a la estructura cap del 

mRNA (Sonenberg et al., 1979;  Schneider y Mohr, 2003). eIF4A presenta motivos 

estructurales que le proveen de funciones de helicasa y ATPasa dependiente de RNA 

(Gingras et al., 1999b). El factor eIF4G es una proteína de andamiaje que se une a eIF4E 

a través de su región N-terminal y a eIF4A a través de su región media (Schneider y Mohr, 

Figura 1. Esquema de RNA mensajero eucariótico.

Figura  1. Esquema de RNA mensajero eucariótico. La imagen muestra las 
estructuras cap, UTR, Codón de incio AUG, marco de lectura ORF, UTR 3’ y 
el tallo poli A (Gray y Wickens, 1998;  Gingras et al., 1999b;  Wilkie et al., 
2003;  Pickering y Willis, 2005). 
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2003). Por otro lado, la proteína de unión al tracto poliadenilado (PABP) se une al 

segmento poliadenilado del mRNA, y también se une a eIF4G. Al establecerse las 

interacciones 5’-cap-eIF4E-eIF4G-PABP-3’-poliA se genera una pseudo-circularización 

del mRNA, conformación a la que se le denomina “closed loop”  (Fig. 2) (Mohr, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El complejo 43S que se encuentra formado por la subunidad ribosomal 40S, eIF3 

y el complejo ternario (formado por eIF2, GTP y tRNA-metionina iniciadora [Met-tRNAi]), 

se une a eIF4F a través de eIF4G (Fig. 3) (Gingras et al., 1999b;  Pestova y Hellen, 2000;  

Preiss y Hentze, 2003). El factor eIF3 tiene como función ayudar a la unión con el mRNA. 

Una vez que el complejo 43S se encuentra en el mRNA, se inicia un escaneo, en el que 

la subunidad ribosomal 40S busca el codón de inicio AUG (codón que codifica para 

metionina). Este codón de inicio, generalmente, es el que se encuentra más próximo al 

cap. Los factores eIF1 o eIF1A apoyan en el escaneo, mientras que, eIF5 colabora en la 

unión de las subunidades ribosomales 40S y 60S con la consecuente hidrólisis de GTP y 

la liberación de eIF2 en forma de complejo binario con GDP: eIF2-GDP. El GDP del 

complejo binario es posteriormente intercambiado a GTP por el factor eIF2B para dar 

Figura  2. Complejo de inicio de la traducción eIF4F.  eIF4F está formado por las proteínas eIF4E, 
eIF4G y eIF4A cuya función es la pseudo-circularización del mRNA (Sonenberg et al., 1979;  Schneider 
y Mohr, 2003).  

Figura 2. Complejo de inicio de la traducción eIF4FFigura 2. Complejo de inicio de la traducción eIF4F

cap
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inicio nuevamente al proceso de inicio traduccional (Fig. 3) (Gingras et al., 1999b;  

Schneider y Mohr, 2003;  Mohr, 2006). 

 

 

 

 

 

 

Figura  3. Inicio de la traducción. La proteína PABP se une al tracto poliadenilado mientras que 
eIF4E se une al cap del mRNA (Pseudo-circularización del mRNA). Por otro lado, el complejo 43S se 
une a eIF4G para poder llevar a cabo el escaneo del codón de inicio. Una vez encontrado el codón de 
inicio, se produce el ensamble del ribosoma 80S y la liberación de GDP-eIF2, donde GDP es 
intercambiado por GTP en una reacción dependiente de eIF2 para dar paso al reinicio (Sonenberg et 
al., 1979;  Gingras et al., 1999b;  Pestova y Hellen, 2000;  Preiss y Hentze, 2003;  Schneider y Mohr, 
2003;  Mohr, 2006).

Figura 3. Inicio de la traducciónFigura 3. Inicio de la traducción
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2.4 Traducción independiente de cap 

 

El mecanismo de traducción cap-independiente o de entrada interna del ribosoma 

fue observado por estudios realizados en los virus de la encefalomiocarditis (ECMV) y 

poliovirus, ambos de la familia picornavirus (Jang et al., 1988;  Pelletier y Sonenberg, 

1988;  Pacheco y Martinez-Salas, 2010).  En este mecanismo se sugiere que el IRES 

recluta a la subunidad ribosomal 40S prescindiendo parcial o totalmente de factores 

canónicos de inicio de la traducción.  

 

En el inicio de la traducción vía cap-independiente pueden suceder tres cosas: 1. 

un mRNA con IRES puede traducirse sin la participación de factores de inicio de la 

traducción, como ocurre con los mRNAs del virus de la parálisis del grillo (Jan y Sarnow, 

2002), 2. Pueden requerirse algunos de los factores de inicio canónicos o 3. Pueden 

utilizar proteínas celulares que actúan como cofactores o estimulantes de la traducción 

denominados factores transactivadores de IRES  (ITAFs) (Belsham y Sonenberg, 1996;  

Andino et al., 1999;  Lewis y Holcik, 2008).  

 

Los IRES de picornavirus se han clasificado de acuerdo a su grado de similitud, 

algunos de estos pueden requerir de uno u otro factor de inicio de la traducción, por 

ejemplo, aquellos IRES del tipo I (enterovirus) y los de tipo II (cardiovirus) requieren los 

factores eIF4G, eIF4A, eIF2 y eIF3; pero no a eIF4E, eIF1 o eIF1A. Otro tipo de 

estructuras que tienen funciones reguladoras en los mRNAs de picornavirus son los 

tractos polipiridínicos, en el caso del virus de la enfermedad pies y boca (FMDV), en los 

que la proteína de unión a tracto polipiridínicos (PTB) y la proteína Ebp-1 ejercen un 

efecto regulador en los mensajeros de este virus (Pacheco y Martinez-Salas, 2010). 

 

Los mRNAs que codifican para proteínas de recuperación de estrés celular 

también presentan estructuras IRES  (Fernandez et al., 2002;  Kim y Jang, 2002), y 

existen algunos mRNAs que tienden a traducirse en condiciones en que la vía cap-

dependiente está inhibida, un ejemplo de lo anterior es el mRNA que codifica para la 

ornitina descarboxilasa (Pyronnet et al., 2000).  
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2.5 Factores eIF4E y eIF4G como blancos de control traduccional  

 

eIF4E y eIF4G son un importante blanco de control traduccional [Revisado en 

(Richter y Sonenberg, 2005)]. eIF4E es el factor menos abundante en relación a los otros 

factores de inicio de la traducción que conforman a eIF4F, por lo que es un elemento 

limitante para la formación del complejo de inicio de la traducción. Se han propuesto tres 

mecanismos de regulación para que eIF4E esté disponible o no para formar a eIF4F 

(Gingras et al., 1999b;  Raught y Gingras, 1999). Uno de los mecanismos de regulación 

de eIF4E es a través de la proteína de unión a eIF4E (4EBP), también conocida como 

PHAS. Se han caracterizado tres isoformas de 4EBPs denominadas 1, 2 y 3. Las cuales 

son consideradas represores traduccionales al unirse con eIF4E para evitar su unión con 

eIF4G. 4EBP1 es la más estudiada  y es una fosfoproteína que al hipofosforilarse 

secuestra a eIF4E (Poulin et al., 1998;  Gingras et al., 2001).  

 

La proteína blanco de la rapamicina en mamíferos (mTOR) engloba a dos 

complejos proteínicos funcionales distintos que son: “mTOR complejo 1” (mTORC1) y 

“mTOR complejo 2” (mTORC2), el primero está formado por mTOR, raptor, mLST8, 

PRAS40 y DEPTOR y el segundo por mTOR, Rictor, mLST8, mSIN1, Protor, Hsp70 y 

DEPTOR. mTORC1 y mTORC2 señalizan dentro de la vía de PI3K/AKT (Fig. 4); 

mTORC1 es el encargado de fosforilar a 4EBP. La señalización de mTOR es regulada 

por la acción de factores de crecimiento, nutrientes y hormonas como la insulina (Burnett 

et al., 1998;  Gingras et al., 1999b;  Richter y Sonenberg, 2005;  Mohr, 2006;  Populo et 

al., 2012). El fármaco rapamicina es un conocido inhibidor de mTORC1 (la cinasa de 

4EBP) y ha resultado de interés para su uso como agente terapéutico contra el cáncer 

(Richter y Sonenberg, 2005) 

 
Se han identificado seis sitios de fosforilación en 4EBP1 humana in vivo que son: 

Thr-37, Thr-46, Ser-65, Thr-70, Ser-83 y Ser-112 (Fadden et al., 1997;  Heesom y Denton, 

1999). El orden de fosforilación de 4EBP1 es el siguiente: Thr-37 y 46; Thr-70  y 

finalmente Ser-65 (Gingras et al., 2001). Existen algunas discrepancias sobre cuáles son 

los eventos de fosforilación necesarios para evitar la unión de 4EBP1 con eIF4E. Burnett 

y colaboradores determinaron que los sitios Thr-36 y Thr-45 son los que bloquean la unión 

de ambas proteínas (Burnett et al., 1998). Sin embargo,  Gingras y colaboradores 
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determinaron que la fosforilación Thr-37 y Thr-46 no es suficiente para evitar la unión con 

eIF4E, pero que si es requisito para la fosforilación de los sitios de fosforilación carboxi-

terminal sensibles a niveles de suero (Gingras et al., 1999a). Heesom y colaboradores 

por su lado, reportaron que el sitio Ser-64 es el que produce la disociación de 4EBP1 de 

eIF4E (Heesom y Denton, 1999). Todos los datos anteriores sugieren que la disociación 

de 4EBP1 de eIF4E se da como resultado de la cadena de fosforilaciones que termina 

en Ser-65 y, por tanto, todos los sitios son responsables de dicha disociación.   

 

El segundo mecanismo de regulación traduccional sobre eIF4E está determinado 

por su abundancia, pues la cantidad presente regula la formación de eIF4F, a mayor 

cantidad de eIF4E, mayor cantidad de eIF4F ensamblado (Gingras et al., 1999b). La 

sobreexpresión de eIF4E, de acuerdo a algunos estudios, puede causar transformación 

maligna de fibroblastos y células epiteliales humanas. Además, promueve la formación y 

aumento de tumores en ratones transgénicos, con base en estas observaciones se ha 

considerado a eIF4E como un sitio de regulación con potencial uso terapéutico (Holland 

et al., 2004;  Mamane et al., 2004).  
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eIF4E también puede ser fosforilado y su fosforilación in vivo depende de la 

interacción de eIF4E con eIF4G debido a que eIF4G es quien posee un sitio de anclaje 

para MNKI, la cinasa de eIF4E. Estímulos como hormonas, factores de crecimiento y 

mitógenos provocan la fosforilación de eIF4E. En general, la fosforilación de eIF4E se 

correlaciona con el incremento de la traducción, de manera contraria a lo que ocurre con 

Figura 4. Vía de señalización PI3K/AKT
Figura  4. Vía de señalización PI3K/AKT. 4EBP es una proteína blanco de 
mTORC, 4EBP hipofosforilada es capaz de unirse a la proteína eIF4E 
inactivándola y evitando la formación del complejo eIF4F.mTORC1 fosforila a 
4EBP en múltiples sitios promoviendo la disociación de eIF4E de 4EBP 
[Figura modificada de (Inoki et al., 2005;  Hernandez-Aya y Gonzalez-Angulo, 
2011;  Populo et al., 2012)]

mTORC2 
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situaciones de estrés celular como el generado por agentes químicos como el arsenito y 

la anisomicina (Gingras et al., 1999b;  Pyronnet et al., 1999). PP2A es una fosfatasa de 

serina/treonina que posee un efecto regulador sobre eIF4E.  PP2A defosforila a eIF4E y 

MNKI, regulando de manera negativa la formación de eIF4F. Si PP2A se inhibe, se 

incrementa eIF4E en su estado fosforilado y, como consecuencia, incrementan los 

niveles de eIF4F. Datos experimentales han demostrado que la regulación negativa que 

ejerce PP2A sobre eIF4E, produce reducción de proteínas oncogénicas como Mcl-1 y 

Myc. Por lo que, se plantea como un punto terapéutico crucial en la supresión de tumores 

(Li et al., 2010).  

 

eIF4G se ha descrito como una proteína clave en el inicio de la traducción cap-

dependiente. Como se mencionó anteriormente, eIF4G sirve de andamio para las 

proteínas PABP, eIF4E, eIF4A, eIF1 y eIF5. Estructuralmente, en el primer tercio de la 

secuencia total de aminoácidos de eIF4G se encuentran los sitios de unión de PABP 

(132-160) y eIF4E (570-582), en el tercio medio se encuentra el primer sitio de unión de 

eIF4A (672-970) y eIF3 y, en el primer tercio de la región C-terminal se encuentra la 

segunda región de unión de eIF4A (1201-1411) y MNKI (1411-1600) (Fig. 5) (Fujita et al., 

2009).   

 

eIF4G posee dos isoformas: eIF4GI y eIF4GII, ambas poseen cierto grado de 

identidad (46%) y en condiciones in vitro pueden intercambiar funciones. En células HeLa, 

la isoforma eIF4GII se encuentra en menor proporción que eIF4GI y es sólo el 15% del 

total de ambas isoformas (Gradi et al., 1998a).  eIF4GI y eIF4GII también reclutan a MNKI 

y MNKII que son dos cinasas  que en asociación con eIF4G (Gingras et al., 1999b;  Mohr, 

2006) fosforilan a eIF4E en la serina 209, este proceso de fosforilación es un proceso 

regulatorio que aún no está del todo descrito (Schneider y Mohr, 2003). Se ha 

determinado que eIF4GII puede ser hiperfosforilado durante la mitosis en donde la vía 

cap-dependiente está inhibida. Sin embargo, el mecanismo no ha sido del todo 

esclarecido (Pyronnet et al., 2001), e in vitro puede ser fosforilada por PKA, PKC, cinasa 

II activada por proteasas (Gingras et al., 1999b) y por MNKI (Pyronnet et al., 1999). Las 

investigaciones de Sonenberg y colaboradores  encontraron que durante la diferenciación 

celular, eIF4GII es reclutado preferentemente al complejo eIF4F, lo que sugiere que su 
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participación podría ser para la traducción de mRNAs indispensables en dicho proceso 

(Caron et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2.6 Los virus regulan el inicio de la traducción a través de eIF4E y eIF4G

Los virus son parásitos intracelulares obligados que no poseen todos los 

componentes indispensables para su replicación. Por esta razón hacen uso de la 

maquinaria celular de síntesis de proteínas para sintetizar sus propias proteínas, es por 

lo anterior que han desarrollado mecanismos para asegurar la traducción de sus mRNAs, 

la regulación traduccional celular se lleva a cabo, principalmente, durante la iniciación 

[Revisado en (Schneider y Mohr, 2003;  Jackson et al., 2010)]. Por lo tanto, las estrategias 

utilizadas por los virus están enfocadas en controlar esta fase [Revisado en (Walsh y 

Mohr, 2011). A continuación, mencionaremos de manera breve algunos de los 

mecanismos empleados por los virus.  

 

eIF4E es regulado de forma negativa durante la infección por EMCV, en el que la 

proteína 4EBP1 es defosforilada, permitiendo el secuestro de eIF4E e inhibiendo la 

síntesis de proteína celular vía cap-dependiente. Sin embargo, los mRNAs de este virus 

poseen IRES que les ayuda a traducirse de manera eficiente sin la necesidad del 

complejo eIF4F (Vagner et al., 2001;  Jang, 2006).  La infección de células HeLa por virus 

de la estomatitis vesicular es otro ejemplo, de acuerdo a Connor y colaboradores, eIF4F 

se altera a través de la defosforilación de 4EBP, que promueve la disolución de la unión 

 

 

Figura 5. Sitios de unión de los factores de iniciación en eIF4G

Figura  5. Sitios de unión de los factores de iniciación en eIF4G. [Modificado de 
(Fujita et al., 2009)]
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eIF4E-eIF4G y, al mismo tiempo, deshace la unión de eIF4G con MNKI, lo cual disminuye 

la síntesis de proteína celular pero no la viral (Connor y Lyles, 2002). 

 

Algunos virus pueden promover la formación del complejo eIF4F, regulando 

positivamente a eIF4E. La proteína ICP0 del virus del herpes simple (HSV-1) favorece la 

degradación de 4EBP1 vía proteosoma, evitando el secuestro de eIF4E y a pesar de que 

la formación del complejo eIF4F se ve favorecida, se observa un aumento en la traducción 

de los mRNAs virales versus los mRNAs celulares. El mecanismo por el que esto ocurre 

no es totalmente conocido. Sin embargo, el pool de mRNAs celulares disminuye durante 

la infección, dando la posibilidad de que la eficiente síntesis de proteína viral sea por la 

abundancia de mRNAs virales por encima de los mRNAs celulares  (Walsh y Mohr, 2004). 

También se ha reportado que en condiciones en las que mTORC se encuentra inhibido 

por agentes químicos, por depleción de raptor mediante un RNA de horquilla pequeña o 

mutaciones que impedían la fosforilación de 4EBP, HSV-1 es capaz de activarse durante 

su ciclo de latencia/lisis y de emplear  a mTORC como un sensor para detectar cambios 

en el ambiente y regular su propio ciclo de latencia/lisis (Kobayashi et al., 2012). 

 

Kudchodkar y colaboradores observaron que citomegalovirus bajo condiciones de 

hipoxia, rapamicina o ambas condiciones, es capaz de fosforilar a efectores rio abajo de 

mTORC. Además, observaron que 4EBP no impedía la unión de eIF4E con eIF4G, sino 

que las tres proteínas permanecían unidas (Kudchodkar et al., 2004), lo anterior parece 

indicar que citomegalovirus es un ejemplo de regulación positiva de eIF4E con el 

propósito de promover la formación del complejo eIF4F. 

 

En cuanto a eIF4G, algunos virus como poliovirus, rinovirus  y coxsackievirus 

tienen codificada una proteasa conocida como 2Apro que corta de forma específica a los 

factores eIF4GI, eIF4GII y PABP, esto inhibe la traducción cap-dependiente mientras que, 

la traducción de los mRNA virales se lleva a cabo de manera dependiente de IRES 

(Ventoso et al., 1998;  Schneider y Mohr, 2003). El estudio de la regulación traduccional 

durante las infecciones con estos virus, aportaron conocimientos importantes como el 

hecho de que la inhibición de la síntesis de proteínas celulares durante la infección, 

correlaciona con el corte proteolítico de eIF4GII y no de eIF4GI (Gradi et al., 1998b).  
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2.7 Virus sincitial respiratorio

 

 El VSR es un virus envuelto con genoma de RNA de cadena sencilla, este genoma 

no está segmentado y es de polaridad negativa (Fig. 6) (Cowton et al., 2006). Tanto el 

genoma como el antigenoma no contienen cap ni tracto poliadenilado. Del genoma se 

transcriben 10 mRNAs que poseen cap, poli A y están flanqueados por secuencias 

conservadas y poseen una región intergénica que puede variar en longitud y secuencias 

(Bermingham y Collins, 1999;  Harmon y Wertz, 2002;  Moudy et al., 2004). El transcripto 

que codifica para la proteína M2 es bicistrónico (M2-1 y M2-2) y los demás son 

monocistrónicos, todo esto da un total de 11 proteínas virales. Bermingham y Collin 

sugieren que la proteína estructural M2-2 pudiera  tener efectos regulatorios positivo en 

la replicación y regulatorios negativos en la transcripción de este virus (Bermingham y 

Collins, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

2.7.1 Proteínas virales

La enzima encargada de la transcripción de los mRNAs virales es una RNA 

polimerasa dependiente de RNA, que se encuentra constituida por 5 proteínas que son: 

proteína L (250 kDa), proteína N (42 kDa), glicoproteína F (68-70 kDa), proteína M2-1 (22 

kDa) y proteína P (27-35 kDa) (Tran et al., 2007); estas también poseen actividad de 

poliadenilación y de capping (Barik, 1993;  Hardy y Wertz, 1998;  Ghildyal et al., 1999;  

Liuzzi et al., 2005;  Radhakrishnan et al., 2010;  Collins y Melero, 2011;  Noton et al., 

2012).  

 

Figura 6. Esquema del genoma de VSR
Figura 6. Esquema del genoma de VSR. Los 10 genes virales están indicados en el orden que les 
corresponde [Figura modificada de (Kim y Chang, 2016)] 
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La proteína G tiene un peso molecular de 90 kDa en su forma madura y en su forma de 

polipéptido precursor tiene un peso de 32 kDa, esta forma precursora sufre una serie de 

modificaciones postraduccionales como la glicosilación. Finalmente, la proteína G debe 

su peso más que nada a los residuos de azúcar que tiene ligados (Ghildyal et al., 1999;  

Zlateva et al., 2005).  

 

El VSR codifica en su genoma sólo para dos proteínas no estructurales: NS1 (13.8 

kDa) y NS2 (14.7 kDa), las cuales se les ha atribuido la función de regular la respuesta 

celular de interferón (Weber et al., 1995;  Evans et al., 1996;  Bitko et al., 2007b). La 

proteína de matriz o proteína M (28-29 kDa) juega un papel importante en el ensamblado 

del virus a través de interacciones con la nucleocápside y la envoltura de glicoproteínas 

en el citoplasma (Ghildyal et al., 2005;  Radhakrishnan et al., 2010). SH es una proteína 

que en las cepas A2 se encuentra como SH0, SHg, SHp y SHt. SH0 es la forma no 

glicosilada, con un tamaño de 7.5 kDa, SHg tiene un tamaño de 13 a 15 kDa y está N-

glicosilada; esta última es el precursor de SHp que va de 21 a 40 kDa y, SHt con un 

tamaño de 4.8 kDa es una forma trunca de SH0 cuando se inicia la traducción en el 

segundo codón de inicio de la secuencia SH (Fuentes et al., 2007).   

 

2.7.2 Ciclo replicativo 

 

El ciclo replicativo de VSR comienza con la unión de la proteína G a un receptor 

celular aún no identificado. Posteriormente, la proteína F incorpora al virus en la 

membrana celular para que la nucleocápside pueda ser liberada dentro de la célula 

huésped. Los mRNAs virales se acumulan a partir de las 15 hpi y luego permanecen 

constantes, permitiendo la replicación viral y el subsecuente ensamblaje viral. El gen M2-

2 permite la transición entre la transcripción y la producción de RNA genómico. La 

proteína M y la proteína G, situadas en la membrana del aparato de Golgi, interaccionan 

en un dominio de seis aminoácidos de sus dominios citoplasmáticos terminales y, por 

otro lado, las proteínas F y G interaccionan entre sí a través de sus dominios 

citoplasmáticos y la proteína M2-1 interacciona con la proteína M. A través de estas 

interacciones, la proteína M puede coordinar el ensamblaje de la proteína F y la proteína 
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G con la nucleocápside (N, P y M2-1). Finalmente, la liberación de virus ocurre en la 

superficie apical de la célula  (Fig. 7) (Hacking y Hull, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Un dato interesante, es que VSR puede afectar el ciclo celular de las células que 

infecta. Gibbs y colaboradores lograron confirmar su hipótesis de que en células del 

epitelio pulmonar infectadas con VSR, se induce la síntesis del mRNA de TGF-β con 

secreción de esta citosina al medio extracelular, produciéndose un arresto del ciclo celular 

en las células del epitelio pulmonar a través de un efecto autócrino de TGF-β. El mismo 

grupo de investigación experimentó con líneas A549 (cáncer de pulmón) y PHBE (cultivo 

primario bronquial), las cuales fueron infectadas con VSR, las primeras siguieron un 

arresto G0/G1 y las segundas un arresto G2/M. Esta diferencia puede estar marcada por 

Figura 7. Ciclo replicativo de VSR

Figura 7. Ciclo replicativo de VSR. 1.-El virión se une a un receptor de 
la célula mediante su proteína G. 2.- La proteína F permite la 
incorporación del virión en la membrana y posteriormente la 
nucleocápside es liberada en la célula. 3.- Transcripción y síntesis de 
proteínas virales. 4.- Replicación del genoma viral, el gen M2-2 permite la 
transición entre la transcripción y la producción de RNA genómico. 5.- 
Ensamblaje de proteína y genoma viral, la proteína M coordina el 
ensamblaje de la proteína F y G con la nucleocápside (N, P Y M2-1). 6.- 
Liberación del virión maduro en la superficie apical de la célula (Hacking 
y Hull, 2002).
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la naturaleza inmortal de las primeras (Gibbs et al., 2009). El efecto de arresto del ciclo 

celular pudiera beneficiar a VSR evitando la reorganización del aparato de Golgi y el 

retículo endoplasmático que ocurre durante la división celular y la citocinesis,  ya que esto 

produce interferencia con la replicación viral y el reclutamiento de ciertos complejos 

necesarios para VSR (Wu et al., 2011). 

 

2.8 Síntesis de proteínas durante la infección por VSR 

 

Ha sido reportado que este virus no provoca la inhibición de síntesis de proteína 

celular durante la infección. Sin embargo, este estudio fue realizado a las 24 horas post-

infección (Levine et al., 1977). Dubovi y colaboradores, observaron mediante marcaje 

metabólico que en células infectadas con VSR y tratadas con actinomicina D, un inhibidor 

de la transcripción celular, no había efecto de disminución en la síntesis de proteína viral. 

En otro estudio realizado en diversas líneas celulares infectadas con VSR o no y tratadas 

con altas concentraciones de NaCl, condiciones que inhiben la reiniciación, la traducción 

de los mRNAs de VSR es eficiente, al contrario de los mRNAs celulares (Bernstein y 

Hruska, 1981). VSR puede inducir la activación de caspasas a tiempos tardíos de la 

infección, dependiendo de la línea celular (Kotelkin et al., 2003). Las caspasas se han 

asociado a la modificación de factores traduccionales de iniciación con la consecuente 

inhibición de la síntesis de proteínas (Bushell et al., 2000;  Groskreutz et al., 2010). 

Groskreutz y colaboradores, sugieren que VSR puede impedir la fosforilación de la 

subunidad eIF2α, debido a la unión de la proteína N con PKR (proteína cinasa activada 

por RNA). Esta cinasa es activada durante la infección por VSR y al mismo tiempo ocurre 

un incremento de la asociación de la fosfatasa PP2A, que tiene como sustrato a eIF2α, 

lo anterior permite que la célula infectada prosiga con la síntesis de proteínas celulares y 

virales (Groskreutz et al., 2010). La fosforilación de la subunidad eIF2α debido a 

diferentes cinasas (HRI, PERK PKR y GCN2) bajo condiciones de estrés, genera la 

aparición de cuerpos citoplasmáticos llamados gránulos de estrés que están formado por 

factores de inicio de la traducción y mRNAS estancados, siendo la aparición de estas 

estructuras condiciones arrestantes de la síntesis de proteína celular (Buchan y Parker, 

2009;  Lindquist et al., 2011). En conjunto, estos datos sugieren que puede existir una 

regulación a nivel traduccional que puede estar variando a lo largo del ciclo replicativo. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Los virus son patógenos intracelulares obligatorios que necesitan de la maquinaria 

de síntesis de proteína de la célula, ya que ellos no cuentan con los elementos necesarios 

para replicarse. La célula ha desarrollado mecanismos para evitar que la replicación viral 

prosiga, como la inducción de apoptosis, el arresto de su propia síntesis de proteína, 

entre otros sucesos. A la par, los virus también han desarrollado estrategias para 

contrarrestar la respuesta celular antiviral.  

 

Hasta el momento no se conoce cómo VSR es capaz de modificar los 

componentes de la maquinaria de síntesis de proteínas. En esta investigación, se 

propone analizar algunos de los factores claves del inicio de la traducción durante la 

infección por este virus, lo que ayudaría a conocer más aspectos de su biología 

molecular, su patogénesis, así como posibles blancos para su control y tratamiento. 

Debido a que VSR es un virus que afecta a población infantil y adulta, y además tiene 

una alta mortalidad en adultos mayores e inmunocomprometidos, es importante realizar 

este tipo de investigaciones en beneficio de la salud de la población. 
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4. HIPÓTESIS 

 

El VSR altera algunos factores de inicio de la traducción en las células que infecta 

con el propósito de favorecer la síntesis de sus propias proteínas. A lo largo de la 

infección, VSR genera condiciones intracelulares que modifican a eIF4E y eIF4G, 

factores que han sido señalados como puntos clave en el proceso del inicio de la 

traducción, lo anterior significaría el arresto de la traducción cap-dependiente. Sin 

embargo, VSR cuenta con estrategias que le permiten la síntesis eficiente de sus propias 

proteínas a pesar de estas condiciones adversas. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

 

Determinar cómo se lleva a cabo la regulación traduccional en células infectadas 

por VSR, a través de eIF4E y eIF4G. 

 

5.1.2 Objetivos particulares 

 

1) Evaluar a la proteína eIF4E a través del estado de fosforilación de su proteína 

regulatoria 4EBP en células infectadas con VSR. 

2) Evaluar la integridad de la proteína eIF4G en células infectadas por VSR. 

3) Determinar si existe un cambio en el patrón de síntesis de proteínas a lo largo del 

ciclo replicativo de VSR. 

4) Analizar la localización intracelular de las proteínas eIF4E y eIF4G. 

5) Evaluar la eficiencia de la replicación de VSR en condiciones en las que eIF4E y 

eIF4G no son funcionales. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Propagación de VSR en cultivos celulares 

 

 Se realizó la infección en las células HEp-2 (Sublínea de células HeLa y derivadas 

de un cáncer cervical (Masters, 2002)), A549 (carcinoma humano alveolar basal epitelial) 

y VERO (riñón de mono verde) cultivadas cada una en frascos de 75 cm2 a una 

confluencia de entre el 70% y el 80%. El virus utilizado fue VSR cepa long, amablemente 

proporcionado por la Dra. Beatriz Gómez García de la Facultad de Medicina de la UNAM. 

El procedimiento consistió en tomar 1.5 ml del stock de VSR que se aforó a 15 ml con 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, GibcoTM; No de catálogo 12800017), de 

esta última dilución se tomaron 5 ml para adicionar a cada uno de los cultivos de las 

líneas celulares ya mencionadas. Posteriormente, se dejó absorber el virus en los cultivos 

celulares durante 2 horas a 37 oC en una atmósfera de 5% de CO2 y con una ligera 

agitación de los frascos en lapsos de 30 minutos. Finalmente, se retiró de los cultivos los 

5 ml de la alícuota, se adicionaron 12ml de DMEM con 2% de SFB (ATCC®, No de 

catálogo 30-2020) como medio de mantenimiento y se incubaron a 37 oC en una 

atmósfera de 5% de CO2. Los cultivos infectados se observaron diariamente hasta la 

aparición de efecto citopático y  evitando la acidificación del medio durante el periodo de 

incubación con una solución de NaHCO3  al 20% p/v. Posteriormente, se rasparon los 

restos adheridos de la monocapa y se colectaron los volúmenes de los frascos para ser 

sonicados durante 15 minutos, esto con el propósito de liberar a los viriones que aún 

permanecieran en los restos celulares, inmediatamente se centrifugó a máxima velocidad 

durante 5 minutos y a una temperatura de 4 ºC, el sobrenadante se colectó y se le 

adicionó MgSO4  a una concentración final de 0.1 M como conservador. Los stocks fueron 

alicuotados y rotulados como VSR/HEp-2 y VSR/VERO y almacenados a -70 ºC hasta su 

uso. Posteriormente, las propagaciones sólo se hicieron en células HEp-2 y se realizó 

una modificación en la técnica, sustituyendo la sonicación por la criofractura de la 

monocapa a -20 ºC y con la previa adición de la solución MgSO4 con posterior 

centrifugación. Además, se usó NaHCO3 al 20% p/v para controlar el pH del medio de 

cultivo.  
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6.2 Ensayo en placa para la cuantificación de partículas infecciosas 

 

Se cultivaron células Hep-2 en cajas de 6 pozos con DMEM 10% SFB y se 

incubaron a 37 oC en una atmósfera de 5% de CO2, estas células se trabajaron al 100% 

de confluencia en cada uno de los pozos.  Se prepararon diluciones seriadas del stock 

viral de VSR, siendo éstas 10, 100, 1000, 10,000, 100,000 y un control de células sin 

infectar con DMEM sin SFB y a volúmenes finales de 900 µl, posteriormente se retiró el 

medio de todos los pozos y se agregaron los 900 µl de cada dilución a su respectivo pozo, 

el sexto pozo se llenó con 900 µl de DMEM sin SFB. Se incubó la caja durante 2 horas a 

37 oC en atmósfera de CO2, para permitir la absorción del virus en los pozos con células. 

Después, se retiraron las diluciones del virus. Con anterioridad se prepararon 21 ml de 

una solución de agarosa al 0.6% diluida en DMEM sin SFB, sin antibióticos y sin NaHCO3 

esterilizada en autoclave y, en el momento, se preparó 21 ml de  una solución con 400 µl 

de glutamina 50X, 210 µl de penicilina 10000 µL/ml y 21 µl de gentamicina-anfotericina B 

(ATCC No de catálogo PCS-999-025), posteriormente, se fundió la agarosa en 

condiciones estériles y se dejó enfriar hasta 42 oC, momento en el cual se retiró el inóculo 

de los pozos y el control, se mezcló la agarosa con la segunda solución junto con unas 

gotas de NaHCO3 al 20% hasta el cambio del color de la mezcla a rojo e inmediatamente 

se dispensaron 3 ml a cada pozo, finalmente se incubó la caja a 37 oC  en una atmósfera 

de 5% de CO2 hasta los 3 o 4 días o hasta los 6 o 7 días que son los periodos en que se 

ha reportado que las placas de lisis son visibles (McKimm-Breschkin, 2004). Pasado este 

tiempo, se retiró la agarosa de los pozos, se fijaron las células con 1 ml de metanol 

absoluto por pozo durante 1 minuto, se retiró el metanol y se tiñeron las células con una 

solución al 0.1% p/v de cristal violeta en etanol al 20% v/v durante 5 minutos, finalmente 

se cuantificaron las placas de lisis en la dilución que queda a criterio del analista. La 

unidad utilizada fue UFP/ml (Unidad Formadora de Placas por ml) y para calcularlo se 

utilizó la fórmula: UFP= [# de placas/volumen inoculado] *factor de dilución. 
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6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y western blot 

 

Los cultivos infectados o no, fueron lisados durante 15 minutos con un buffer de 

lisis en frío (NAF 2.5 mM, Na3VO4 0.1 Mm, Tris pH (7.4) 5 mM, KCl 10 mM, EDTA 0.1 

mM, ditiotreitol 0.1 mM, glicerol 1% y TritonTM x-100 0.1%) y suplementado con mezcla 

de inhibidores de proteasas libre de EDTA con 75 µl por pozo de una caja de 48 pozos,  

para ser lisados con un volumen adecuado de buffer Laemmli 3X (5 ml de SDS 10%, 3 

ml de glicerol, 1.5 ml Tris (pH 8.8) 2 M, 0.025% de Azul de bromofenol y complementado 

con 5% de β mercaptoetanol) para obtener una concentración final de 1X. La 

desnaturalización de proteínas se obtuvo por ebullición a 100 oC durante 5 minutos y se 

conservaron a -20 ºC. Las muestras fueron corridas en una electroforesis de gel de 

poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 15 ó 10%. A continuación, se 

transfirió a una membrana de nitrocelulosa a 200 mA por 40 minutos a 1 hora. La 

membrana se bloqueó con una solución de leche al 5% en PBS-Tween 20 durante toda 

la noche a 4 ºC. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: conejo anti-4EBP1 

fosforilado (Thr37/46) (Cell Signaling Technology, No de catálogo 2855) a una dilución de 

1:1000 y conejo anti-4EBP1 (Cell Signaling Technology, No de catálogo 53H11) a una 

dilución de 1:1000, seguido por la incubación con anticuerpo cabra anti-conejo IgG 

peroxidasa (Cell Signaling Technology, No de catálogo 7074) a una dilución de 1:3000. 

Para el estudio de eIF4G, las membranas de nitrocelulosa se incubaron con los 

anticuerpos conejo anti-eIF4GI (Abcam, No de catálogo AB47625) a una dilución de 

1:1000 seguido por la incubación con anticuerpo cabra anti-conejo IgG peroxidasa (Cell 

Signaling Technology, No de catálogo 7074) a una dilución de 1:3000.  

 

Todos los anticuerpos fueron preparados en una solución de leche al 1% en PBS-

Tween 20, los anticuerpos primarios se incubaron durante una hora, después de 3 

lavados con PBS-Tween 20 se incubaron los anticuerpos secundarios y se quitaron los 

excesos con 3 lavados con PBS-Tween 20. Como control de carga para cada análisis, se 

realizaron SDS-PAGE al 15% o al 10% de los lisados celulares a analizar y se ajustaron 

las cargas de las muestras por tinción de Coomasie, los SDS-PAGE se repitieron hasta 

obtener una carga homogénea de nuestras muestras en cada carril. 
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6.4 Marcaje metabólico 

 

Las células fueron cultivadas y crecidas en placas de 48 pozos, e infectadas a una 

MOI de 5 con VSR como se describió anteriormente. A diferentes tiempos post-infección, 

el medio de cultivo fue remplazado por MEM carente de metionina y suplementado con 

40 µCi/ml de mezcla de marcaje Easy-tag Express-[35S] (Dupont, NEN) y mantenido a 

diferentes periodos de tiempo. La carga de proteína se resolvió en SDS-PAGE al 10% 

teñido con azul de Coomasie. El gel de poliacrilamida se sometió a autoradiografía. 

 

6.5 Tratamiento con rapamicina 

 
Se cultivaron células HEp-2 en cajas de 24 pozos y se trabajaron a confluencia del 

100%. Se realizó una infección a una MOI de 3 con VSR, el virus fue absorbido 2 horas 

a 37oC en una atmósfera de 5 % de CO2 y agitados cada 30 minutos, posteriormente se 

retiró el inóculo del virus y se agregó DMEM suplementado con 2% de SFB y 10 nM de 

rapamicina (Cell Signaling Technology, No de catálogo 9904), después de las 36 hpi se 

adicionó MgS04 a concentración final de 0.1 M, se congelaron las células a -20 oC y se 

descongelaron. Los sobrenadantes fueron centrifugados a máxima velocidad durante 5 

minutos, el pellet celular se descartó y se colectaron los sobrenadantes que fueron 

almacenados a -70 oC hasta su uso. Se utilizó la técnica de cuantificación en placa para 

medir los incrementos de placas de lisis comparando los lisados de células infectadas y 

sin tratamiento con rapamicina y aquellas células infectadas tratadas con rapamicina. 

Para la técnica de cuantificación en placa de este apartado, se usó una solución de 

agarosa en agua bidestilada al 3% p/v, la cual fue diluida con DMEM sin SFB y sin 

antibiótico para obtener una concentración final de agarosa al 0.3% p/v al momento de 

su uso y en el fijado de las células, se usó una solución de formaldehído al 3.65% v/v.  
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6.6 Inmunofluorescencia 

 
 
Células HEp-2 fueron crecidas sobre cubreobjetos redondos en placas de 48 

pozos y fueron infectadas a una multiplicidad de infección (MOI) de 3. Después de la 

incubación del virus a diferentes hpi a 37 oC en 5% de CO2, las células se fijaron a TA 

con una solución de paraformaldehído al 2% en PBS durante 20 minutos y 

permeabilizadas a TA durante 15 minutos en una solución de PBS con 50 mM de NH4Cl, 

1% de BSA y 0.5% de Tritón-X100. Las muestras se bloquearon toda la noche en una 

solución de PBS con 50 mM de NH4Cl y 1% de BSA, posteriormente se incubaron con 

los siguientes anticuerpos primarios a una dilución de 1:50: ratón anti-PABP (Santa Cruz, 

No de catálogo 166027), cabra anti-VSR (Chemicon, No de catálogo AB1128), conejo 

anti-eIF4GI (Abcam, No de catálogo AB47625), ratón anti-VSR amablemente donado por 

la Doctora Beatriz Gómez García y ratón anti-eIF4E (Santa Cruz, No de catálogo SC-

9976), en solución de bloqueo a TA durante 1 hora. Los anticuerpos secundarios 

utilizados a una concentración de 1:500 fueron: anti-ratón Alexa 488, anti-cabra Alexa 

568, anti-conejo Alexa 568, anti-ratón Alexa 568 y anti-cabra Alexa 488 (Invitrogen 

Corporation), los cuales se incubaron en solución de bloqueo durante 1 hora a TA. 

Finalmente, las células se montaron en Vectashield con DAPI (Vector Labs). Las 

imágenes fluorescentes se tomaron usando un microscopio de fluorescencia Nikon 

Eclipse 80i y el software NIS-Elements BR 3.2 64 bits. 
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7. RESULTADOS

7.1 4EBP1 es defosforilado durante la infección por VSR

En nuestros resultados pudimos observar que 4EBP1 es defosforilado en células 

HEp-2 infectadas con VSR a partir de las 12 horas post-infección y a 36 hpi no se observa 

señal de fosforilación (Fig. 8).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Defosforilación de 4EBP1 durante la infección por VSR

MI     4      8      12     20     28     36      36   
hpi 

hpt con 
rapamicina 

p4EBP1 

4EBP 

   0.77    0.82     0. 71     0.59    0.47      0.05     0.01    0.02      p4EBP1/4EBP 

Figura 8. Defosforilación de 4EBP1 durante la infección por 
VSR. Células HEp-2 infectadas o no infectadas con VSR (MI) 
fueron lisadas y cosechadas a diferentes tiempos post-infección. El 
control de defosforilación de 4EBP1 consistió en células HEp-2 no 
infectadas tratadas con rapamicina al 10 nM durante 36 horas post-
tratamiento (hpt). Se resolvió por SDS-PAGE y se transfirió a una 
membrana de nitrocelulosa. Se usaron anticuerpos dirigidos contra 
4EBP1 fosforilado y no fosforilado. Los niveles de proteína 
analizados por densitometría son mostrados en la parte final de la 
figura. Se muestra la imagen de un experimento representativo de 
3 experimentos independientes (n=3)
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Figura 9. Disminución de la cantidad de eIF4GI durante la 
infección por VSR

7.2 La cantidad de eIF4GI disminuye durante la infección por VSR 
El resultado obtenido muestra una disminución de la señal de eIF4GI a las 36 hpi 

y la aparición de una señal de menor peso molecular (Fig. 9).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

MI 

 

MI     4      8      12      20     28     36        
hpi 

eIF4GI 
220 kDa 

  1.00    0.95     0.97     0.91   0.85      0.64    0.62    62   Densidad relativa
hpi/MI

Figura 9. Disminución de la cantidad de eIF4GI 
durante la infección por VSR. Células HEp-2 
infectadas o no infectadas con VSR (MI) fueron lisadas 
y cosechadas a diferentes tiempos post-infección. Las 
muestras se resolvieron por SDS-PAGE y se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Se 
usaron anticuerpos dirigidos contra eIF4GI, la 
densitometría se reporta como nivel de eIF4GI en horas 
postinfección (hpi) sobre nivel de eIF4GI en células no 
infectadas. Se muestra la imagen de un experimento 
representativo de 3 experimentos independientes (n=3) 
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7.3 La tasa de síntesis de proteína celular disminuye un 40% durante la infección 
por VSR. 

 El resultado obtenido muestra que el patrón de síntesis de proteína es alterado 

durante la infección de células HEp-2, comenzando a partir de las 28 hpi y llegando a un 

40% de disminución a las 32 y 36 hpi. La figura 10 muestra un experimento representativo 

de tres experimentos independientes. 

 

 

 

Figura 10. Reducción de la síntesis de proteínas durante la infección por VSR

NP/NPNI 1.0      0.9      1.1    1.1   1.1      0.8      0.6    0.6  

MI MI    4    12   20   24    28   32   36 
hpi 

   4     12    20   24   28    32    36    MI 
hpi 

Figura 10. Reducción de la síntesis de proteínas durante la infección por VSR. 
Células HEp-2 no infectadas (MI) o infectadas con VSR a una MOI de 5, fueron 
metabólicamente radiomarcadas 2 horas antes de ser lisadas a diferentes tiempos post-
infección. Las muestras fueron resueltas por SDS-10% PAGE. A) Gel teñido con 
coomassie, B) Autoradiografía. Los valores por densitometría muestran la proporción de 
proteína de cada carril versus el nivel de proteína de control no infectado (NP/NPNI). Se 
muestra la imagen de un experimento representativo de 3 experimentos independientes 
(n=3)

A) B)
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7.4 La redistribución de la proteína eIF4GI en el citoplasma cambia a lo largo de la 
infección por VSR

Durante las primeras horas de la infección el patrón citoplasmático de eIF4GI era 

homogéneo en la célula, este patrón se mantuvo hasta las 20 hpi donde la señal de 

eIF4GI mostró la formación de agregados citoplasmáticos (Fig. 11).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. eIF4GI forma agregados citoplasmáticos en células infectadas con VSR

eIF4GI VSR DAPI SUPERPOSICIÓN 

SV 

4 HRS 

12 HRS 

20 HRS 

28 HRS 

Figura 11. eIF4GI forma agregados citoplasmáticos en células infectadas con VSR. Se utilizaron 
anticuerpos para la detección de eIF4GI en células HEp-2 infectadas con VSR y se observó la distribución 
citoplasmática de esta proteína durante la infección. (Las flechas blancas señalan gránulos de estrés formados). 
Se muestran las imágenes de un experimento representativo de 3 experimentos independientes (n=3)
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7.5 La redistribución de la proteína eIF4E en el citoplasma cambia a lo largo de la 
infección por VSR

Durante las primeras horas de la infección el patrón citoplasmático de eIF4E era 

homogéneo en la célula, este patrón se mantuvo hasta las 20 hpi, posterior a este tiempo 

la señal de eIF4E se observó en forma agregados citoplasmáticos (Fig. 12).  

Figura 9. eIF4E forma agregados citoplasmáticos en células infectadas con VSR

eIF4E VSR DAPI SUPERPOSICIÓN 

SV 

4 HRS 

12 HRS 

20 HRS 

28 HRS 

Figura 12. eIF4E forma agregados citoplasmáticos en células infectadas con VSR. Se utilizaron 
anticuerpos para la detección de eIF4E en células HEp-2 infectadas con VSR y observar la distribución 
citoplasmática de esta proteína (Las flechas blancas señalan gránulos de estrés formados). Se muestran las 
imágenes de un experimento representativo de 3 experimentos independientes (n=3) 
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7.6 La proteína PABPC es translocada al núcleo durante la infección por VSR 
La distribución de la proteína PABPC mostró un patrón citoplasmático durante las 

primeras horas de la infección, a partir de las 20 hpi la señal mostró una localización 

nuclear de la proteína la cual se acentuó de manera más evidente para las 36 hpi (Fig. 

13). 
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Figura 10. PABPC es translocada al núcleo durante la infección con VSR

Figura 13. PABPC es translocada al núcleo durante la infección con VSR. Anticuerpos específicos 
contra PABPC y proteínas antigénicas de VSR se ensayaron en células infectadas a diferentes tiempos 
con el propósito de observar la localización intracelular de PABPC (Las flechas blancas señalan células 
que presentan un patrón de PABPC nuclear, las flechas azules señalan células con un patrón 
citoplasmático de PABPC). Se muestran las imágenes de un experimento representativo de 3 
experimentos independientes (n=3)
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VSR DAPI SUPERPOSICIÓN PABPC 
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7.7 La replicación de VSR se ve favorecida en condiciones de arresto de la síntesis 
de proteína celular

Dado que la rapamicina inhibe la actividad de mTORC1 y disminuye hasta el 80% 

de la síntesis de proteína celular (Thoreen y Sabatini, 2009), decidimos usar este fármaco 

en células HEp-2 infectadas con VSR. La concentración de rapamicina usada fue de 10 

nM como recomienda el fabricante para trabajar con cultivos celulares. A las 36 hpi las 

células fueron cosechadas y almacenadas a -70oC. Los lisados obtenidos fueron 

utilizados para cuantificar la progenie viral por la técnica de cuantificación en placa. Las 

UFP/ml de las células infectadas y tratadas con rapamicina fueron comparadas contra un 

control de células infectadas, pero sin tratamiento con rapamicina. Las células infectadas 

y tratadas con rapamicina mostraron un incremento en la progenie viral en comparación 

con el control, los resultados mostraron un incremento de hasta 8 veces de la progenie 

viral (Fig. 14) 

Figura 11. El tratamiento con rapamicina 
incrementa la progenie viral

Figura 14. El tratamiento con rapamicina 
incrementa la progenie viral. Células HEp-
2 infectadas con VSR fueron tratadas o no 
con rapamicina. A las 36 hpi. las células 
fueron cosechadas y las muestras fueron 
sometidas a un ensayo de cuantificación en 
placa para medir la progenie viral. Las 
medias ± DE de 3 experimentos 
independientes (n=3) son mostradas.
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8. DISCUSIÓN 

 

Los virus producen condiciones intracelulares que les permite tomar el control de 

la maquinaria celular. Además, hacen uso de productos génicos celulares para realizar 

procesos como replicación de DNA y RNA, síntesis de proteínas y modificaciones 

postraduccionales como la fosforilación. La traducción es un proceso de la célula que 

puede ser usurpada por muchos virus y se divide en iniciación, elongación y terminación, 

de estos tres procesos, la iniciación es un proceso altamente regulado en el que 

intervienen más de 20 proteínas llamadas factores de inicio eucarióticos [Revisado en 

(Schneider y Shenk, 1987;  Blackburn et al., 2011)]. El alto nivel de regulación de la 

iniciación sugiere que este proceso puede ser un punto clave de control para la síntesis 

de proteína viral en una célula infectada. 

 

Se inició abordando esta investigación con el análisis del estado de fosforilación 

de la proteína 4EBP1 mediante la técnica de SDS-PAGE y western blot en la que se usó 

un anticuerpo específico contra la forma fosforilada y defosforilada de 4EBP1. Nuestros 

resultados efectivamente sugieren un estado de arresto en la síntesis de proteína de la 

célula hospedera tal y como lo demuestra la defosforilación de 4EBP1, evento que se ha 

observado en otras infecciones por ASFV y DV (Castello et al., 2009;  Villas-Boas et al., 

2009). Los estudios realizados con estos virus sugieren que los mRNAs virales temprano 

en la infección utilizan un mecanismo de traducción cap-dependiente y a tiempos tardíos 

lo alternan a uno cap-independiente. Es importante señalar que nuestros resultados no 

demuestran si estas condiciones son generadas por algún mecanismo producido por 

alguna proteína codificada en el genoma del virus o simplemente, la defosforilación de 

4EBP1 sea producto de un estrés generado por la presencia misma del virus en la célula. 

 

Nuestros resultados demuestran que 4EBP1 se defosforila a partir de las 12 hpi, 

lo que contrasta con lo reportado por de Souza y colaboradores (de Souza et al., 2016), 

ya que ellos observaron  que VSR es capaz de estimular en linfocitos T CD8 la 

fosforilación de mTOR en su serina 2448, dichas observaciones se realizaron  por 

citometría de flujo e inmunocitoquímica. La fosforilación sólo pudo ser revertida utilizando 

dosis bajas de rapamicina en el experimento, de Souza y colaboradores también 
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observaron que en células mononucleares de pacientes sanos e incubadas con VSR A, 

había un incremento de hasta dos y media veces en la fosforilación de 4EBP1 en 

comparación con células control no incubadas con el virus. Puesto que las líneas 

celulares y los tiempos post-infección ensayados por de Souza y los nuestros difieren, 

nosotros sugerimos que los efectos de fosforilación de mTOR y 4EBP1 observados por 

de Souza pudieran ser un efecto estimulatorio del suero a los 15 y 30 minutos post-

infección y es  que, se ha sugerido que ciertos sitios de fosforilación de 4EBP1 pudieran 

ser más  sensibles a la estimulación por suero (Gingras et al., 1999a). En nuestro 

experimento, se trabajaron tiempos post-infección más tardíos, siendo el más temprano 

4 hpi y el más tardío de 36 hpi, lo cual nos permitió una mayor resolución del estado de 

fosforilación de 4EBP1. Además, nos ayudó a descartar algún efecto residual del suero 

fetal bovino. Sin embargo, sería interesante trabajar con tiempos más tempranos como 

los sugeridos por de Souza, ya que ambos resultados pudieran sugerir la posibilidad de 

un incremento de la fosforilación de 4EBP1 a tiempos tempranos y decremento de la 

fosforilación a tiempos tardíos. Se ha reportado que 4EBP1 durante la infección por DV 

se encuentra fosforilado a tiempos tempranos de la infección, pero a tiempos más tardíos  

esta proteína es defosforilada (Villas-Boas et al., 2009). Otra observación muy interesante 

realizada por de Souza es que, viriones inactivados por radiación ultravioleta y proteína 

recombinante de fusión de VSR también produjeron activación de mTOR, lo anterior 

pudiera indicar que en la fase de adhesión de VSR (una fase del ciclo replicativo que 

debiera ocurrir a tiempos tempranos) pudiera existir un incremento de la fosforilación de 

4EBP1 como consecuencia de la activación de su cinasa. 

 

eIF4G es una proteína clave en el inicio de la traducción y es que esta proteína de 

andamiaje presenta sitios de unión para eIF4E y eIF4A formando el complejo de inicio de 

la traducción eIF4F [revisado en (Marintchev y Wagner, 2004)]. La bibliografía señala a 

eIF4G como blanco de corte proteolítico por parte de picornavirus (Chase y Semler, 2012) 

y algunos retrovirus (Ventoso et al., 2001;  Alvarez et al., 2003). Actualmente no se tiene 

información si miembros de la familia paramixoviridae presentan los mismos 

mecanismos. En una primer acercamiento, en nuestro laboratorio se había abordado la 

caracterización de eIF4GI durante la infección por VSR en células HEp-2, en el cual no 

se observó alteración de dicha proteína (Eloy y Itzniel, 2012). Los resultados de Eloy 

contrastan con los nuestros. Además, nosotros observamos una señal de menor peso 
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molecular en nuestro western blot que es visible en todos los carriles y que se intensifica 

a las 36 hpi, dicha señal, también puede observarse en nuestro control de células no 

infectadas, pero esta señal es mínima y pudiera deberse a un estrés generado durante 

el cultivo. Un dato importante es que VSR induce la activación de caspasas a tiempos 

tardíos de la infección, patrón que es diferente entre algunas líneas celulares (Kotelkin et 

al., 2003). Las caspasas se han asociado a la modificación de factores traduccionales de 

iniciación, como lo es el corte catalítico de eIF4G, con la consecuente inhibición de la 

síntesis de proteínas (Bushell et al., 2000;  Groskreutz et al., 2010). En caso de que la 

disminución de la señal de eIF4GI en nuestros experimentos se debiera a un fenómeno 

de proteólisis, es desconocido si este evento es por una proteasa viral o es debido a un 

estrés celular provocado por la infección. Es necesario realizar más experimentos, ya que 

pudiera tratarse de un mecanismo no reportado para VSR.   

 

Ya que las evidencias bibliográficas indican que la defosforilación de 4EBP1 y el 

corte proteolítico tienen consecuencias directas sobre la síntesis de proteína celular 

(Poulin et al., 1998;  Bushell et al., 2000;  Gingras et al., 2001;  Groskreutz et al., 2010), 

decidimos determinar si durante el tiempo de la infección por VSR pudieran existir 

alteraciones en la síntesis global de proteína celular y de ser así, que existiera la 

posibilidad de una correlación con los tiempos en que ocurren los cambios de 4EBP1 y 

eIF4G. Para abordar esta problemática decidimos realizar un marcaje metabólico con 

metionina 35S en células infectadas con VSR para evaluar la síntesis de proteínas de 

novo durante 2 horas. De manera interesante pudimos observar que la síntesis de 

proteína celular muestra una disminución desde las 28 hpi, con una reducción de hasta 

el 40% a las 36 hpi comparada con células no infectadas, lo anterior era de esperarse 

debido a la importancia que tiene 4EBP1 en este proceso. Sin embargo, se esperaba que 

dicha reducción en la síntesis de proteína celular coincidiera con los tiempos que ocurre 

la defosforilación de 4EBP1. A pesar de la discrepancia encontrada, todo parece indicar 

que la presencia de VSR en la célula huésped genera alteraciones que pudieran ser 

favorables para la traducción de los mensajeros virales. A diferencia de nuestros 

resultados, en los experimentos de Levine y colaboradores no se observaron efectos en 

la síntesis de proteínas de células HeLa infectadas con VSR, posiblemente debido a que 

analizaron tiempos más tempranos de la infección (Levine et al., 1977).  
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PKR es la cinasa que fosforila a eIF2α en presencia de intermediarios de doble 

cadena de RNA, como consecuencia, existe un estrés celular y se forman los llamados 

gránulos de estrés [Revisado en (Montero y Trujillo-Alonso, 2011)]. Durante la infección 

por VSR pueden aparecer estos intermediarios de RNA de doble cadena. Se ha reportado 

que eIF4G, eIF4E y PABP pueden ser componentes de los gránulos de estrés [Revisado 

en (Reineke y Lloyd, 2013)]. Debido a lo anteriormente mencionado, en nuestra 

investigación abordamos la localización citoplasmática de eIF4G, eIF4E y PABPC (que 

son clave en el inicio de la traducción) en células infectadas con VSR. En nuestros 

experimentos de inmunofluorescencia observamos que eIF4E y eIF4G forman agregados 

citoplasmáticos en la célula a las 20 hpi, mientras que PABP se transloca del citoplasma 

al núcleo sin presentarse en agregados citoplasmáticos en las células infectadas. En 

nuestro laboratorio hemos observado la aparición de gránulos de estrés en células 

infectadas por VSR a partir de las 30 hpi, lo cual no es concordante con los tiempos a los 

que aparecen los agregados citoplasmáticos que forman eIF4E Y eIF4G en este trabajo, 

otro resultado que difiere de nuestras investigaciones es el reportado por Lindquist en 

2011(Lindquist, 2011), ya que él señala la aparición de gránulos de estrés en células 

HEp-2 infectadas con VSR con una MOI de 1 (observados por microscopía confocal 

marcado las proteínas G3BP, eIF3η, o TIA-1) a las 12 hpi con un incremento hasta las 

24 hpi. Nuestros resultados sobre la redistribución de eIF4E y eIF4G en células infectadas 

por VSR, son  muy similares a los patrones observados para células infectadas con virus 

vaccinina (un virus de DNA) en las investigaciones de Walsh y colaboradores (Walsh et 

al., 2008), en las cuales, los factores de inicio eIF4E y eIF4G se concentran en cuerpos 

citoplasmáticos que incluso co-localizan entre ellos en las imágenes de fluorescencia 

entre las 6 y 12 hpi. En dichos experimentos, también se observa DNA viral que co-

localiza con los agregados de eIF4G Y eIF4E y un incremento de proteína viral. PABP 

también muestra una re-distribución en los experimentos de Walsh, al igual que en 

nuestras imágenes de fluorescencia, pero en un patrón muy diferente, mientras que para 

VSR ocurre una translocación al núcleo, para el virus vaccinia ocurre una redistribución 

de PABP en la periferia de los cuerpos citoplasmáticos donde co-localizan eIF4E y eIF4G. 

¿La formación de estos agregados citoplasmáticos de eIF4G y eIF4E son condiciones 

generadas por VSR para favorecer su replicación? El reporte de 2010 de Lindquist y 

colaboradores parece sugerir que sí, ya que sus datos indican que la formación de 

gránulos de estrés durante la infección por VSR es un mecanismo que favorece la 
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replicación de este virus (Lindquist et al., 2010). La translocación de PABP del citoplasma 

al núcleo es un fenómeno anteriormente reportado en infecciones por HSV-1 (Salaun et 

al., 2010), rotavirus (Harb et al., 2008) y Herpesvirus asociado a sarcoma de Kaposi 

(KSHV) (Lee y Glaunsinger, 2009), en el caso de los dos últimos es debido a condiciones 

generadas por proteínas virales. Sin embargo, no existen reportes de dicho proceso 

durante la infección por VSR. Es necesario realizar más investigaciones para determinar 

si es un mecanismo para promover la replicación viral o es consecuencia del estrés 

celular generado por la infección. 

 

Dado que durante la infección por VSR se generan condiciones en las que la 

síntesis de proteína celular se ve arrestada, decidimos evaluar la capacidad replicativa 

de VSR en células en las que la síntesis de proteína ya se encuentra comprometida. Para 

evaluar lo anterior, utilizamos células HEp-2 infectadas con VSR durante 36 hpi y tratadas 

con el fármaco rapamicina a una dosis de 10 nM. Las condiciones celulares generadas 

por el fármaco rapamicina produjeron un aumento en la generación de progenie viral de 

VSR en casi 8 veces en comparación a las células no tratadas. Se ha reportado que en 

células dendríticas infectadas con VSR y tratadas con rapamicina se produce un 

incremento de hasta 9 veces el RNA de VSR, más específicamente la expresión de los 

genes de la proteína F de VSR, en dicho estudio también se observó que en células 

infectadas con VSR y tratadas con rapamicina se producía un decremento de la apoptosis 

mediada por células T (do Nascimento de Freitas et al., 2016).  Lo anterior, sugiere que 

las condiciones intracelulares que produce rapamicina son ideales para la replicación de 

VSR y adicionalmente podemos sugerir que un incremento de la replicación de VSR en 

la célula infectada pudiera impedir la inmediata muerte por apoptosis del huésped y así 

aprovechar al máximo la maquinaria de síntesis de proteína celular. Sin embargo, nos 

encontramos limitados para realizar dicha sugerencia, ya que nosotros no realizamos 

mediciones de apoptosis de células infectadas por VSR. Por otro lado, un estudio 

realizado en la Universidad de Ottawa por Ibrahim, difiere de nuestros resultados 

(Ibrahim, 2014), en dicha investigación se observó que la replicación de VSR era 

ligeramente inhibida en células A549 tratadas con una dosis de rapamicina de 50 nM, 

mientras que, en células de epitelio bronquial humano tratadas con rapamicina no ocurre 

inhibición de la replicación de VSR. Las diferencias halladas entre nuestros resultados y 

los de Salma y Wright puedan deberse a que el efecto pueda variar entre líneas celulares 
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y las dosis de rapamicina usadas. Es necesario que nuestros resultados sean 

complementados con pruebas en las que se usen concentraciones de rapamicina más 

elevadas en diferentes líneas celulares. 

 

La replicación de VSR en presencia de rapamicina resulta interesante desde el 

punto de vista de la terapéutica de pacientes transplantados. Rapamicina es un fármaco 

inmunosupresor ampliamente usado en personas con trasplante de órganos, sobre todo 

en aquellos de naturaleza hepática [Revisado en (McMurry, 2012)]. Por otro lado, VSR 

se encuentra dentro de los virus respiratorios que contribuyen significativamente en la 

morbilidad y mortalidad de individuos que han recibido un órgano [Revisado en (Manuel 

et al., 2014)]. Además, la incidencia de VSR en casos de trasplantes de órganos sólidos 

(SOT) es de 2.4% a 15% en relación a todos los patógenos virales incluidos en el grupo 

de virus respiratorios adquiridos en comunidad (CARV) [Revisado en (Ison, 2006)] y 

adicionalmente, VSR pueden encontrase en coinfecciones en transplantados con 

órganos sólidos  [Revisado en (Razonable, 2011)]. Por todo lo anterior, debemos tomar 

en cuenta los potenciales riesgos de la administración de rapamicina en este grupo de 

riesgo, por lo que son requeridos más estudios que aborden este aspecto. 
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9. CONCLUSIONES 
1.- VSR genera alteración del factor de inicio de la traducción eIF4E a través del 

represor 4EBP1, que al ser defosforilado se une a eIF4E secuestrándolo y evitando la 

formación del complejo de inicio de la traducción eIF4F. 

 

2.-  VSR genera alteración del factor de inicio eIF4G a través de un mecanismo 

que disminuye su abundancia, podría ser a través de un corte proteolítico o por la 

disminución de su síntesis de novo. 

 

3.-Como consecuencia de la infección por VSR se produce en la célula una 

redistribución intracelular de los factores de inicio eIF4E y eIF4G en forma de gránulos 

citoplasmáticos llamados gránulos de estrés. Dicho fenómeno pudiera deberse a una 

proteína viral o al estrés generado en la célula por la presencia del virus. 

 

4.- Durante la infección por VSR, la proteína PABPC que inicialmente mostraba un 

patrón citoplasmático cambia a un patrón nuclear a través del tiempo de la infección. La 

translocación observada pudiera deberse a alguna proteína de VSR o como 

consecuencia del estrés generado en la célula por la presencia del virus 

 

5.- Las condiciones intracelulares generadas durante la infección por VSR como 

son: la defosforilación de 4EBP1, la disminución de la abundancia de eIF4G, la 

agregación de los factores de inicio eIF4E y eIF4G en gránulos de estrés y la 

translocación de PABPC del citoplasma al núcleo, generan una disminución de la síntesis 

de proteína de la célula huésped y un incremento de la síntesis de proteína viral, siendo 

esto favorable para la replicación de VSR. 

 

6.- Rapamicina (También conocido como sirolimus en clínica de trasplante de 

órganos) que tiene como blanco de inhibición al complejo mTORC1 (cinasa del represor 

traduccional 4EBP1), produce condiciones arrestantes en la síntesis de proteína celular. 

Dichas condiciones son favorables para que VSR se replique eficientemente, lo que 

implica que pacientes con trasplantes de órganos y tratados con este fármaco desarrollen 

infecciones severas. 
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En conjunto, nuestros datos sugieren que VSR pudiera generar condiciones 

intracelulares que le permiten traducir eficientemente a sus mensajeros para producir la 

suficiente proteína viral, haciendo eficiente la replicación viral (Fig. 15), además de que 

personas tratadas con rapamicina pueden presentar riesgo de infecciones severas por 

VSR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. VSR genera condiciones intracelulares que favorecen su replicación. La formación de 
nuevos viriones se ve favorecido por la defosforilación de 4EBP1, la disminución de eIF4G, la translocación 
de PABP citoplasmático al núcleo y la disminución de la síntesis de proteína celular. Además, la presencia 
de rapamicina incrementa aún más la replicación de VSR bajo estas condiciones. 
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