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Abreviaturas 

ACP: acción citopática 
cDNA: DNA copia 
DI: defectivas interferentes 
D-MEM: medio mínimo esencial según Dulbecco 
DNA: ácido desoxirribonucleico 
dpc: días post-clonado 
dpsc: días post-subclonado 
EC: efecto c.itopático 
EOP: eficiencia de plaqueo 
Fe: Fragmento cristalisable del anticuerpo 
FITC: isotiocianato de fluoresceína 
GPI: principal glicoproteína viral 
GP2: glicoproteína viral fusogénica 
GPC: precursor glicoproteico 
Hepes: ácido N-2-hidroxietilpiperazín-N' -2-etanosulfónico 
HSV-1: virus Herpes simplex-1 
IDC: células dendríticas interdigitantes 
IFI: inmunofluorescencia indirecta 
IGR: región intergénica 
kDa: kilodalton 
L RNA: fragmento largo del genoma viral de JUNV 
L: polimerasa viral de JUNV 
LCMV: virus de la coriomeningitis linfocítica 
mAb: anticuerpo monoclonal 
moi: multiplicidad de infección 
mRNA: RNA mensajero 
MTT: ensayo de viabilidad celular 
N: nucleoproteína viral de JUNV 
ON: por un período equivalente a toda la noche (Over Night) 
p.i.: post-infección 
pb: pares de bases 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PM: peso molecular 
PBS: solución salina de buffer de fosfato 
psi: post-so breinfección 
RNA: ácido ribonucleico 
S RNA: fragmento corto del genoma viral de JUNV 
TCRV: virus tacaribe 
UFP: unidad formadora de placa 
V3495: células Vero persistentemente infectadas con JUNV-XJCh 
VSV: virus de la estomatitis vesicular 
WB: western blot 
XJCh: cepa atenuada de virus Junín 
Z: proteína viral zinc-finger de JUNV 
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Introducción 

l. El virus J unín 

1.1. Fiebre hemorrágica argentina 

El virus Junín (JUNV), miembro de la familia Arenaviridae, es el agente etiológico 

de la Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA), enfermedad endemoepidérnica zoonótica de 

nuestro país. El reservorio del virus en la naturaleza es el ratón silvestre 

Calomys musculinus en el cual este agente desarrolla una infección persistente con 

producción continua de virus. El virus es liberado en las heces, orina y saliva, medios 

por los cuales puede infectar, de manera natural a otros ratones o, accidentalmente al 

ser humano. 

La FHA es una enfermedad aguda de corta duración durante la cual el paciente 

supera rápidamente la fase aguda o muere con severas manifestaciones hemorrágicas 

y/o neurológicas alrededor de la segunda semana de enfermedad. 

La puerta de entrada del virus JUNV al organismo es la cutáneo-mucosa y el período 

de incubación de la enfermedad oscila entre una y dos semanas. Las formas clínicas de 

la FHA pueden ser abortivas o muy leves en aproximadamente un 20% de los casos, 

con escasas manifestaciones clínicas y pocos días de duración. Un 60% de los casos 

clínicos desarrollan la enfermedad en su forma común con una serie de síntomas no 

específicos: malestar, fiebre alta, mialgia severa, anorexia, dolor lumbar, dolor 

epigástrico y dolor retroorbital usualmente con fotofobia. Se distinguen dos tipos de 

sintomatologías predominantes: la forma tífico-vascular con predominio hemorrágico y 

la forma tífico-neurológica con sintomatología meningoencefalítica prevalente. Un 10-

20% de los casos clínicos progresa hacia las formas más graves con un predominio 

hemorrágico o neurológico, observándose también formas mixtas. En estos casos la 

enfermedad se extiende usualmente más allá de las dos semanas, período en el cual el 

paciente puede morir como consecuencia de una entrada en coma o shock (Martínez 

Peralta, 1996). La causa del deceso no es la pérdida de glóbulos rojos producida como 

consecuencia de las hemorragias, sino la disminución del volumen intravascular por 

pérdida de líquido hacia los espacios extravasculares. Esto sucede debido a la 

disfunción y al daño del endotelio provocado por la replicación del virus en esas células. 

El tratamiento del paciente con plasma inmune, durante la primer semana de iniciados 

los síntomas, reduce la mortalidad a niveles muy bajos, siendo este procedimiento la 

9 



Introducción 

terapia de elección frente al empleo de antivirales como la ribavirina de escasa 

efectividad. La prevención de esta enfermedad se efectúa mediante la utilización de una 

vacuna humana atenuada elaborada con la cepa denominada Candid-1 la cual ha 

demostrado una eficacia de inmunización del 95% (Enria & Barrera Oro, 2002). 

1.2. Características generales del virus 

La morfología de los arenavirus (Fig. l ), apreciada mediante microscopia 

electrónica, muestra partículas virales pleomórficas cuyo tamaño varia entre 50-300 nm 

de diámetro, envueltas por una bicapa fosfolipídica en la cual se encuentran insertadas 

espículas formadas por las glicoproteínas virales (GPI y GP2). Su aspecto interno es de 

tipo "arenoso" (por la presencia de ribosomas celulares), lo cual dio origen al nombre de 

la familia. 

N 

GP1 
L 

GP2 

Figura l. Virión del virus Junín. L RNA polimerasa RNA dependiente; GPI y GP2, 
glicoproteínas; N, nucleoproteína; R, ribosoma de origen celular. La proteína Z no se 
indica en la figura y se encontraría asociada a GP2 en forma similar a una proteína de 
matriz. 

El genoma de JUNV comprende dos fragmentos de RNA de cadena simple de 

polaridad negativa denominados L y S que contienen la información no solapada de las 

proteínas virales y cuyos tamaños son de 7,2 y 3,4 kb, respectivamente. La cadena L 

contiene la información necesaria para sintetizar las proteínas L (RNA polimerasa 

dependiente de RNA RpRd) y Z (proteína con motivo Zn finger similar a una proteína 

de matriz). La cadena S contiene la información para Ja síntesis de las proteínas N 

(nucleoproteína), y GPC (precursor de las glicoproteínas: GPI y GP2). Ambas cadenas 
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tendría una función terminadora de la transcripción. En varios casos parece ser que los 

mensajeros se extienden hasta el lado distal de la IGR y de esta manera podrían adquirir 

una estructura de horquilla similar a la de la IGR que cumpliría una función 

estabilizadora de dichos mensajeros (Meyer et al. 2002). Algunos trabajos han 

atribuido a esta región roles adicionales en el ensamblaje y/o brotación del virus 

(Pinschewer et al. , 2005). 

1.4. Proteínas virales 

1.4.1. Nucleoproteína 

N es la proteína más abundante del virión y tiene un peso molecular que oscila entre 

60-68 kDa para los distintos miembros de la familia Se encuentra codificada en forma 

negativa en el fragmento S y su marco abierto de lectura (ORF) tiene una extensión de 

1 7 kb. Es el componente principal de la nucleocápside y se asocia al RNA formando un 

"collar de perlas" que se puede apreciar al microscopio electrónico. La unión al RNA se 

realiza mediante los numerosos residuos Arginina y Lisina (aminoácidos básicos) 

presentes en N en forma aislada u organizados en pares o clusters, que neutralizan las 

cargas negativas de las uniones fosfodiéster. N puede ser fosforilada en los estadios 

tardíos de la infección aguda y esta forma se ve aumentada a medida que se progresa en 

la persistencia (Buchmeier, 2002). Se postula que podría estar involucrada en la 

atenuación de la expresión de los genes virales, fenómeno que marca la progresión hacia 

el estado de persistencia (Bruns et al. , 1988). N presenta varios sitios susceptibles de N­

glicosilación sin embargo no se observa que esto suceda (Buchmeier, 2002). Una de las 

funciones básicas de N sería la de estabilizar el genoma viral, hipótesis que surge 

intuitivamente si se considera la íntima relación que existe entre ella y el RNA. Además 

de esta función se sugiere que podría cumplir un rol antitenninador de la transcripción, 

regulando el proceso de transcripción/replicación mencionado anteriormente. De 

acuerdo a lo descripto, la IGR tendría un rol terminador de la transcripción por un efecto 

estérico debido a su estructura secundaria. Se postula que la unión de la proteína N a esa 

región rompería las uniones que estabilizan la horquilla permitiendo que la polimerasa 

continúe hacia el extremo 5' del templado y complete un ciclo de replicación viral. Por 

lo tanto N sería un factor de regulación de la alternancia entre la replicación viral y la 

transcripción (Meyer et al. 2002). Existen trabajos que refutan la función balanceadora 
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de la N entre la transcripción y la replicación debido a que el aumento en la expresión 

de N mediante un sistema de minigenoma estimula tanto la replicación como la 

transcripción (Pinschewer et al., 2003). Se han encontrado polipéptidos relacionados 

con la proteína N pero de menor tamaño (40-45 kDa y 25-28 kDa) de los cuales se 

desconoce su origen. Se sugiere que estos podrían generarse como productos de 

degradación de N, de terminación prematura de la traducción o de traducción de un 

mRNA más pequeño (Harnish et al., 1993). El estudio de la localización intracelular de 

estos péptidos, en el caso del virus Pichinde, mostró que el de menor tamaño presentó 

una localización nuclear (Young et al. , 1987) en contraposición a la citoplasmática de 

N. Esto sugiere funciones distintas para los péptidos relacionados con N aunque el 

análisis es complejo debido a que las cantidades relativas con respecto a esta varían 

según los diferentes tipos celulares y tiempos postinfección (Harnish, 1982; Bucbmeier 

& Parekh 1987). 

1.4.2. Glicoproteínas 

El precursor glicoproteico (GPC) de los arenavirus es una proteína de peso molecular 

70-80 kDa que por clivaje origina las glicoproteínas de superficie GP1 y GP2. Se 

encuentra codificado en el fragmento S en sentido positivo, sin embargo, como se 

mencionó previamente, es necesaria la síntesis del genoma complementario para que 

sirva de molde al mRNA de GPC. GPC sufre una serie de modificaciones post­

traduccionales durante su tránsito por el aparato de Golgi. En primer lugar se realiza la 

glicosilación y recorte de los azúcares agregados y finalmente es clivado mediante 

enzimas celulares generando en el caso de JUNV las glicoproteínas GPI (35-38 kDa) y 

GP2 (44-50 kDa) (Romanowski, 1993). Ambas glicoproteínas forman homotetrámeros, 

y estos a su vez se unen mediante uniones iónicas constituyendo un octámero que 

cumple el rol de anti-receptor (Buchmeier, 2002). Esta estructura, conocida como 

"espícula", tiene de 5 a 10 nm de tamaño y es visible al microscopio electrónico como 

una proyección anclada en la envoltura del virión (Burns & Buchmeier, 1993). El 

tetrámero de GP2 tiene una región hidrofóbica que se inserta en la membrana y 

constituye la base de anclaje de la ''espícula". Por su lado, el tetrámero de GPl forma la 

"cabeza" de dicha estructura y es el encargado de reconocer e interactuar con el receptor 

celular desencadenando Ja endocitosis mediada por.receptor, proceso mediante el cual el 

virus ingresa a la célula. Cuando el virión es sometido al pH ácido del endosoma se 
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postula que se produce un cambio conformacional de la proteína GP2, la cual expone un 

péptido que permite la fusión de las membranas endosomal y viral, liberando el 

contenido del virión en el citoplasma celular (Buchmeier, 2002). 

1.4.3. RNA Polimerasa RNA dependiente (L) 

La proteína L de los arenavirus es la RNA polimerasa RNA dependiente encargada 

de la replicación y transcripción del genoma viral. Es la proteína de mayor tamaño del 

virus con un PM de 180-250 kDa. Se encuentra codificada en forma negativa en el 

segmento genómico L. Forma parte de la nucleocápside y constituye uno de los 

elementos en "trans" esenciales, junto con N, para la síntesis del RNA (Buchmeier, 

2002). 

1.4.4. Proteína Zinc-finger (Z) 

La proteína Z de los arenavirus se encuentra codificada en sentido positivo en el 

segmento genómico L y tiene un peso molecular de 11 kDa. Presenta una serie de 

residuos cisteína que unen Zinc, por lo cual esa estructura se denomina "dedos de zinc" 

(Zinc-finger), la cual es un motivo de unión al DNA presente en una gran cantidad de 

factores de transcripción celulares. Es por ello y por su localización tanto nuclear como 

citoplasmática, que se sugiere que Z cumple una función importante en la regulación de 

la expresión génica (Meyer et al. , 2002). 

Se ha detectado una serie de interacciones de Z con factores tanto celulares como 

virales. En el marco celular, Z interactuaría con la proteína promielocítica (PML) 

modificando su ubicación intracelular y modulando la respuesta celular al interferón. 

También se ha visto la asociación de Z con la proteína P ribosomal, lo que estaría 

relacionado con la inclusión de ribosomas en los viriones (Borden et al. , 1998 a,b), y 

con el factor de iniciación eucariótico eIF-4, provocando la disminución de la expresión 

génica celular (Campbell Dwyer et al., 2000). En el marco viral, se ha visto una 

regulación negativa de la replicación y la transcripción viral mediada por Z mediante 

genética reversa (Comu & de la Torre, 2001) y la proteína Z parece tener un rol 

importante en la brotación del virus (Perez, Craven & de la Torre, 2003). 
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Durante la persistencia de JUNV in vitro se han aislado una gran cantidad de 

mutantes, ya sea del tipo termosensible, de morfología de placa, de crecimiento lento, 

etc (Coto et al. 1993). A través de estas variantes se regularía el potencial citolítico del 

virus favoreciendo la persistencia. 

2.2. In vivo 

Las infecciones persistentes que los arenavirus desarrollan en sus hospedadores 

naturales pueden darse en roedores neonatos, infectados "in utero" o de manera 

congénita o en adultos que adquieren la infección por contacto con excretas 

contaminadas o por peleas entre ellos. La mayoría de los animales persistentemente 

infectados presentan viremia y viruria durante toda su vida sin observarse ninguna 

fisiopatología importante en ellos. La persistencia en el roedor mantiene al virus en la 

naturaleza, contaminando el medio ambiente y posibilitando así su transmisión al ser 

humano (Fisher-Hoch, 1993). 

En el caso de las infecciones experimentales, el desarrollo de la infección persistente 

del ratón con LCMV depende de una gran diversidad de factores, por ej.: la vía de 

inoculación, el título viral del inóculo, la edad del animal y la cepa tanto de virus como 

de ratón utilizada. De éstos, dependerá que la infección progrese hacia una forma aguda 

o persistente. En el primer caso puede ocurrir que el virus se elimine y el animal se 

recupere o que se produzca la muerte del animal antes de que la respuesta inmune logre 

erradicar la infección. En el segundo caso, se produce un equilibrio entre el potencial 

citolítico del virus y la respuesta inmune del hospedador, dando lugar a una producción 

viral continua a lo largo de su vida. A su vez, se pueden observar distintos síntomas de 

la infección viral y distintas intensidades de los mismos. 

En la infección persistente del ratón con LCMV se observa la ausencia de una 

respuesta citotóxica mediada por células T CD8+ frente a células infectadas. En el caso 

de que la persistencia se haya desarrollado por infección de animales neonatos ocurre 

una eliminación específica de los linfocitos T citotóxicos que reconocen antígenos de 

LCMV asociados a MHC I con alta y media afinidad mediante la selección negativa que 

se desarrolla en el timo en etapas tempranas de la vida del ratón (Oldstone, 2002). Si la 

infección persistente se estableció mediante el empleo de cepas de virus 

inmunosupresoras se observa una inmunodepresión general del sistema inmune. El 
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modelo que reproduce la enfermedad en humanos, encontrándose aislamientos con 

distinto grado de patogenicidad. Las variaciones entre las distintas cepas han sido 

también expresadas mediante parámetros in vitro como ser su potencial citopático: 

aspecto de la placa de lisis, viabilidad celular e inhibición de la síntesis de proteínas. De 

estos estudios no ha podido plantearse una correlación entre la citopatogenicidad y la 

virulencia (Candurra et al. , 1990). 

3. Co-evolucióo virus-hospedador 

Las mismas características que permiten definir y clasificar a un virus son las que 

constituyen las barreras que evitan que se produzcan grandes cambios genéticos en estos 

agentes, los que deben balancear el equilibrio entre su variabilidad genómica y la 

presión de selección ejercida por el medio ambiente (hospedador). Si sucedieran 

modificaciones genéticas muy extensas se produciría el fenómeno conocido como 

'extinción viral" a causa de la acumulación de mutaciones no viables en el genoma del 

virus (Gonzalez-Lopez et al., 2005). También existen limitaciones que implican al 

hospedador debido a que el ciclo viral es un conjunto de eventos en el que actúan 

componentes tanto virales como celulares, de modo que una modificación en un 

componente viral podría requerir un cambio compensatorio en uno celular. De una 

manera más general, la relación virus-hospedador puede ir de benigna a letal, pero en 

ambos casos deberá asegurar la permanencia y propagación del virus en la población: 

un mutante que tiene éxito evitando la respuesta inmune podría exhibir una virulencia 

extrema y ser eliminado a causa de la muerte del hospedador. De la misma forma, 

podría ocurrir con un mutante que no replica eficientemente y es eliminado por las 

defensas deJ hospedador. 

Las infecciones persistentes in vitro resultan un escenario ideal para estudiar los 

mecanismos de co-evolución entre la célula y el virus. El mecanismo por el cual se llega 

al equilibrio entre la citopatogenicidad del virus y la supervivencia celular es 

desconocido pero existen varios antecedentes que avalan la aparición de alteraciones 

genéticas en el virus, como se mencionó anteriormente, con la consecuente aparición de 

variantes virales limitándose así la citopatogenicidad del agente. Sin embargo, en varios 

casos existe evidencia que otorga un rol a la célula o a ambos, célula y virus, en el 

establecimiento del equilibrio propio de la persistencia lo que indicaría que éste sería un 
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