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Resumen 
 

Participación de las vías de señalización celular dependientes de proteínas 

quinasas activadas por mitógenos Raf/MEK/ERK y p38 en la multiplicación del 

virus Junín 

 

  

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

la fiebre hemorrágica argentina, enfermedad endemo-epidémica que afecta una amplia 

zona central de la República Argentina y para la cual, si bien existe una vacuna 

atenuada eficaz, no hay disponible un tratamiento antiviral específico. 

Numerosos virus modulan diferentes vías de señalización celular entre las que se 

encuentran aquellas mediadas por las proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAP quinasas), proteínas implicadas en la proliferación, supervivencia, diferenciación 

y apoptosis celular. 

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivos analizar el estado de activación 

de las vías dependientes de MAP quinasas Raf/MEK/ERK y p38 en la infección de 

JUNV en cultivos celulares, establecer la importancia de estas vías para la infección y 

determinar el rol que cumple la vía Raf/MEK/ERK en diferentes etapas del ciclo de 

multiplicación viral. 

Se demostró que la infección con JUNV induce la activación de Raf/MEK/ERK en 

diferentes líneas celulares, mientras que la activación de p38 es dependiente del 

sistema celular analizado. Se comprobó que en cultivos de células Vero la activación 

de Raf/MEK/ERK es de tipo bifásica, observándose una primera activación temprana y 

una segunda fase de activación a las 7 h pos-infección, mientras que la fosforilación de 

p38 se hace evidente fundamentalmente a tiempos tardíos de la infección.  El bloqueo 

de las vías mediante inhibidores químicos o RNAs de interferencia demostró que ambas 

rutas de señalización promueven la multiplicación de JUNV. La producción de virus 

infeccioso y la expresión de proteínas virales se redujeron de manera notoria en 

presencia de inhibidores específicos de cada una de las cascadas de señalización, 

tanto en células de mono como en líneas celulares humanas. 

 El análisis detallado del papel de la vía Raf/MEK/ERK en diferentes etapas del 

ciclo de multiplicación de JUNV mostró que esta ruta de señalización no estaría 
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implicada en las etapas iniciales de la infección como la adsorción, la internalización o 

el desnudamiento viral sino en la síntesis de RNA viral. Esto último se puso en evidencia 

mediante la cuantificación de los niveles de RNA viral en cultivos celulares tratados con 

U0126, inhibidor específico de la vía. Estos hallazgos se corroboraron empleando un 

sistema de genética reversa basado en análogos del genoma del arenavirus Tacaribe, 

virus estrechamente emparentado con JUNV. Se determinó además que la inhibición 

de la vía no afectaría la traducción de proteínas virales, por lo cual la reducción de la 

expresión de proteínas virales detectada en los cultivos celulares tratados con U0126 

sería consecuencia de la inhibición de la síntesis de RNA viral. El tratamiento con el 

inhibidor de la vía Raf/MEK/ERK tampoco afectó los niveles de fosforilación del factor 

eIF2α, componente celular clave en el proceso de traducción. 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran por primera vez la capacidad 

de JUNV de activar vías de señalización celular dependientes de MAP quinasas y 

ponen en evidencia que las mismas son relevantes en la multiplicación de este virus. 

Asimismo, cabe destacar que la comprensión del papel de las rutas de transducción de 

señales en la replicación y patogénesis viral tiene importantes implicancias en el 

desarrollo de nuevas terapias antivirales, dado que la modulación de estas vías podría 

constituir una estrategia terapéutica con bajo riesgo de aparición de resistencia viral y 

efectiva frente a diferentes virus que manipulen de manera similar estos mecanismos 

de señalización. 

 

Palabras clave: virus Junín, Raf/MEK/ERK, p38, replicación, U0126, virus 

Tacaribe 
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Abstract 
 

Involvement of mitogen-activated protein kinase - dependent signaling 

pathways Raf/MEK/ERK and p38 in Junín virus multiplication 

 

 

Junín virus (JUNV), a member of the Arenaviridae family, is the causative agent of 

Argentine hemorrhagic fever (AHF), an endemo-epidemic disease that affects a large 

central area of Argentina. Although an effective attenuated vaccine against AHF has 

been developed, no specific antiviral treatment is available. 

Numerous viruses can modulate cell signal transduction cascades, such as 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)-dependent signaling pathways, which are 

involved in cellular proliferation, survival, differentiation and apoptosis. 

The aims of this thesis were the analysis of the activation state and the importance 

of Raf/MEK/ERK and p38 signaling cascades during JUNV infection in cell cultures as 

well as the study of the role that Raf/MEK/ERK pathway plays in different stages of 

JUNV multiplication cycle. 

It was demonstrated that JUNV infection induces the activation of Raf/MEK/ERK 

pathway in different cell lines whereas the activation of p38 is dependent on the cell 

system assayed. The activation of Raf/MEK/ERK route in Vero cells was biphasic, with 

a first early activation and a second phase of activation at 7 h pos-infection, while the 

activation of p38 occurs mainly during late stages of infection. Pathway blockade by 

chemical inhibitors or RNA interference showed that both signaling cascades are 

necessary for JUNV multiplication. In the presence of specific inhibitors of each signaling 

cascade, infectious virus production and viral protein expression are markedly reduced 

in both monkey and human cell lines. 

The detailed analysis of the role of Raf /MEK /ERK pathway in different stages of 

JUNV multiplication cycle showed that this signaling route would not be involved in the 

initial stages of the infection, such as adsorption, internalization or viral uncoating, but 

in the synthesis of viral RNA. The latter was proved by measuring viral RNA levels in 

cell cultures treated with U0126, a specific inhibitor of the pathway. These findings were 

corroborated using a reverse genetic system based on genome analogues of Tacaribe 

virus, an arenavirus closely related to JUNV. It was further determined that the inhibition 
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of Raf /MEK /ERK pathway would not affect viral translation indicating that the reduction 

in viral protein expression detected in cultures treated with U0126 would be a 

consequence of viral RNA synthesis inhibition. Furthermore, U0126 treatment did not 

affect the levels of phosphorylation of eIF2α, a key cellular factor involved in the 

translation process. 

The results obtained in this work show for the first time the ability of JUNV to 

activate MAPK-dependent cell signaling cascades and reveal that these transduction 

pathways are relevant for JUNV multiplication. Likewise, it is important to emphasize 

that the understanding of the role of signal transduction pathways in viral replication and 

pathogenesis has important implications in the development of new antiviral treatments, 

given that the modulation of these cascades could constitute a therapeutic strategy with 

low risk of viral resistance emergence and effective against different viruses that 

manipulate those cell signaling mechanisms in a similar fashion. 

 

Key words: Junín virus, Raf/MEK/ERK, p38, replication, U0126, Tacaribe virus 
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Abreviatura Definición en inglés Definición en castellano 

3' UTR 3' Untranslated Region Región 3' no traducida 

5' UTR 5' Untranslated Region Región 5' no traducida 

Ab Antibody Anticuerpo 

Ad5 Adenovirus 5 Adenovirus 5 

AG  Antigenoma 

AgHBc Antigen Hepatitis B Core Antígeno del core de HBV 

AgHBs M Antigen Hepatitis B Middle envelope Antígeno de la envoltura media de HBV 

agS RNA Antigenome S RNA RNA S antigenómico 

AHF/FHA Argentine hemorrhagic fever Fiebre hemorrágica argentina 

AIC Akaike Information Criterion Criterio de Información de Akaike 

AN  Anisomicina 

ANOVA Analysis of Variance Análisis de la varianza 

AP-1 Activator Protein 1 Proteína activadora 1 

ARE AU-Rich Element Elemento rico en AU 

ASK Apoptosis Signal-regulating Kinase 
Quinasa reguladora de la señal de 
apoptosis 

ATP Adenosine Triphosphate Adenosín Trifosfato 

BKV BK Virus Virus BK 

BMK BiMC related Kinase Quinasa relacionada a BiMC 

BSA Bovine Serum Albumine Albúmina de Suero Bovino 

CA16 Coxsackievirus A16 Virus Coxsackie A16 

CDK1 Cyclin-dependent Kinase 1 Quinasa dependiente de ciclina 1 

cDNA  DNA copia 

CHPV Chaparé Virus Virus Chaparé 

CMV Cytomegalovirus Citomegalovirus 

cRNA Control interfering RNA RNA control 

CVB3 Coxsackievirus B3 Virus Coxsackie B3 

CZ Chlorpromazine Clorpromazina 

DABCO 1,4-diazabicyclo(2.2.2)octane 1,4-diazabiciclo(2.2.2)octano 

DC-SIGN 
Dendritic Cell-Specific Intercellular 
adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin 

Molécula de adhesión intercelular 3 
específica de células dendríticas que no 
atrapa integrinas 

DE   Desvío Estándar 

DENV Dengue Virus Virus dengue 

DLK Dual Leucine zipper bearing Kinase 
Quinasa que contiene cierre doble de 
leucinas 

DMSO Dimethyl Sulfoxide Dimetilsulfóxido 

DNA Deoxyribonucleic Acid Ácido desoxirribonucleico 

DNAcd  Ácido desoxirribonucleico de cadena 
doble 

dNTP Deoxynucleoside Triphosphate Desoxinucleósido trifosfato 

EboV Ébola Virus Virus Ébola 

EBV Epstein-Barr Virus Virus de Epstein-Barr 

EGR-1 Early Growth Response protein 1 
Proteína de respuesta temprana al 
crecimiento 1 

eIF2α Eukaryotic Initiation Factor 2α Factor de iniciación eucariota 2α 
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eIF4 (A, E, F, G) 
Eukaryotic Initiation Factor 4 (A, E, F o 
G) 

Factor de iniciación eucariota 4 (A, E, F 
o G) 

ERK Extra-cellular Regulated Kinase Quinasa regulada extracelularmente 

ESCRT 
Endosomal Sorting Complexes 
Required for Transport 

Complejos de clasificación endosomal 
requeridos para transporte 

EV-A71 Enterovirus A71 Enterovirus A71 

FITC Fluorescein Isotiocyanate Isotiocianato de fluoresceína 

FLUC Firefly Luciferase Luciferasa de luciérnaga 

GLM Generalized Linear Model Modelo lineal generalizado 

GLMM Generalized Linear Mixed Model Modelo lineal generalizado y mixto 

GPCR G Protein-coupled Receptor Receptor acoplado a proteína G 

gS RNA Genomic S RNA RNA S genómico 

GTOV Guanarito Virus Virus Guanarito 

HA  Hemaglutinina 

HBV Hepatitis B Virus Virus de la hepatitis B 

HCMV Human Cytomegalovirus Citomegalovirus humano 

HCoV-229E Human Coronavirus 229E Coronavirus humano 229E 

HCV Hepatitis C Virus Virus de la hepatitis C 

HIV Human Immunodeficence Virus Virus de la inmunodeficiencia humana 

hnRNP (A/B, K) 
heterogeneus nuclear 
Ribonucleoprotein (A/B o K) 

Ribonucleoproteína heterogéneo-
nuclear (A/B o K) 

hPIV (1,3) Human Parainfluenzavirus (1 o 3) Parainfluenzavirus humano (1 o 3) 

HRP Horseradish Peroxidase Peroxidasa de rabanito 

HSV-1 Herpes Simplex Virus 1 Virus herpes simplex 1 

IAV Influenza A Virus Virus de la influenza A 

IBV Influenza B Virus Virus de la influenza B 

IFI  Inmunofluorescencia indirecta 

IFN Interferon Interferón 

IGR Intergenic Region Región intergénica 

IL (5,2,6,8,10,12) Interleukin (5,2,6,8,10 o 12) Interleuquina (5,2,6,8,10 o 12) 

JCPyV John Cunningham Polyomavirus Poliomavirus de John Cunningham 

JEV Japanese Encephalitis Virus Virus de la encefalitis japonesa 

JNK Jun N-terminal Kinase Quinasa N-terminal de Jun 

JUNV Junín Virus Virus Junín 

KSR Kinase Supressor of Ras Quinasa supresora de Ras 

LASV Lassa Virus Virus de Lassa 

LCMV Lymphocytic Choriomeningitis Virus Virus de la coriomeningitis linfocítica 

LPS  Lipopolisacárido 

L-SIGN 
Liver/lymph node-Specific Intercellular 
adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin 

Molécula de adhesión intercelular 3 
específica de hígado/nódulo linfático 
que no atrapa integrinas 

LUJV Lujo Virus Virus Lujo 

mAb Monoclonal Antibody Anticuerpo monoclonal 

MACV Machupo Virus Virus Machupo 

MAP Mitogen-Activated Protein Proteína activada por mitógeno 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase Proteína Quinasa activada por mitógeno 
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MAPKK 
Mitogen-Activated Protein Kinase 
Kinase 

Proteína Quinasa de MAPK 

MAPKKK 
Mitogen-Activated Protein Kinase 
Kinase Kinase 

Proteína Quinasa de MAPKK 

MEK MAPK/ERK Kinase Quinasa de MAPK/ERK 

MEKK MEK Kinase Quinasa de MEK 

MEM  Medio de Eagle modificado 

MG  Minigenoma 

MKK Mitogen-activated Kinase Kinase 
Quinasa de quinasa activada por 
mitógeno 

MLK Mixed-Lineage protein Kinase Proteína quinasa de linaje mixto 

MM   Medio de Mantenimiento 

M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus Virus de la leucemia murina de Moloney 

MOPV Mopeia Virus Virus Mopeia 

Mos Moloney Oncogene Sarcoma Oncogén del Sarcoma de Moloney 

MP   Medio de Plaqueo 

MP1 MEK Partner 1 Socia de MEK-1 

mRNA Messenger RNA RNA mensajero 

mTOR mammalian Target of Rapamycin 
Proteína de mamífero objetivo de la 
rapamicina 

MTT 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Dyphenyltetrazolium Bromide 

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol 

MV Measles Virus Virus del sarampión 

NBCS Newborn Calf Serum Suero de ternero recién nacido 

NELP Non-Enveloped Liked Particle Partícula sin envoltura semejante a virus 

NM   Nuevo Mundo 

NRP-2 Neuropilin 2 Neuropilina 2 

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis Electroforesis en gel de poliacrilamida 

PBS Phosphate Buffer Saline Buffer fosfato salino 

PCR Polymerase Chain Reaction Reacción en cadena de la polimerasa 

PHB  Prohibitina 

PI3K Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase Fosfatidilinositol-3 Quinasa 

PICV Pichindé Virus Virus Pichindé 

PKC Protein Kinase C Proteína quinasa C 

PMA Phorbol 12-miristate-13-acetate Forbol 12-miristato-13-acetato 

PML Promyelocytic Leukemia protein Proteína de la leucemia promielocítica 

PRR Pattern Recognition Receptor 
Receptor de reconocimiento de 
patrones 

PRV Pseudorabievirus Virus pseudorabia 

PVDF Polyvinyldene Fluoride Fluoruro de polivinildeno 

Q-PCR  PCR cuantitativa 

qRT-PCR  RT-PCR cuantitativa 

Raf Rapidly Accelerated Fibrosarcoma Fibrosarcoma acelerado rápidamente 

RAPTOR 
Regulatory-associated protein of 
mTOR 

Proteína reguladora asociada a mTOR 

RE   Retículo endoplásmico 

RLUC Renilla Luciferase Luciferasa de Renilla 

RMRV Rhesus monkey rhadinovirus Rhadinovirus de los monos Rhesus 
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RNA Ribonucleic Acid Ácido ribonucleico 

RNAcd  Ácido ribonucleico de cadena doble 

RNAcs  Ácido ribonucleico de cadena simple 

RNasin Rnase Inhibitor Inhibidor de la Rnasa 

RNP  Ribonucleoproteína 

RRV Ross River Virus Virus Ross River 

RSV Respiratory Syncytial Virus Virus sincicial respiratorio 

RT-PCR  PCR con retrotranscripción 

RV  Rotavirus 

RVA  Rotavirus A 

SKI-1/S1P 
Subtilisin-Kexin Isozyme 1/Site-1 
Protease/ 

Isozima de subtilisina-kexina 1/Proteasa 
del sitio 1 

SABV Sabiá Virus Virus Sabiá 

SAPK Stress-Activated Protein Kinase Proteína quinasa activada por estrés 

SARS-CoV 
Severe Acute Respiratory Syndrome 
Coronavirus 

Coronavirus del síndrome respiratorio 
agudo severo 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate Dodecilsulfato de sodio 

SG Stress Granule Gránulo de estrés 

siRNA small interfering RNA RNA pequeño interferente 

SSP Stable Signal Peptide Péptido señal estable 

TAK 
Tranforming growth factor β-Activated 
Kinase 

Quinasa activada por el factor 
transformante de crecimiento β 

TAM Tyro3, Axl and Mer Proteínas Tyro3, Axl y Mer 

TBS Tris Buffer Saline Buffer tris salino 

TCRV Tacaribe Virus Virus Tacaribe 

TfR-1 Transferrin Receptor 1 Receptor de transferrina 1 

TIM 
T-cell Immunoglobulin and Mucin-
domain containing proteins 

Proteínas que contienen dominios de 
mucina e inmunoglobulina de células T 

TLR-4 Toll-like Receptor 4 Receptor tipo toll 4 

TNFα Tumor Necrosis Factor α Factor de necrosis tumoral α 

Tpl2 Tumor Progression Locus 2 Locus 2 de progresión tumoral 

TRITC Tetramethylrhodamine Tetrametilrodamina 

UFP   Unidad Formadora de Placa 

UV   Ultravioleta 

VACV Vaccinia Virus Virus vaccinia 

VLP Viral-like Particle Partícula semejante a virus 

VM   Viejo mundo 

vRNP viral Ribonucleoprotein Ribonucleoproteína viral 

VZV Varicella Zoster Virus Virus de la Varicela Zoster 

WB Western Blot  

YFV Yellow Fever Virus Virus de la fiebre amarilla 

ZIKV Zika Virus Virus zika 

αDG  α-distroglicano 
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1.1. Los arenavirus 
 

1.1.1. Generalidades 
 

Los arenavirus (familia Arenaviridae) se caracterizan por ser virus envueltos y 

poseer un genoma compuesto por dos segmentos de RNA de cadena simple (RNAcs) 

y codificación ambisentido (Figura 1A) (1,2). El fragmento más largo de RNA, 

denominado L (Figura 1B), codifica para la RNA polimerasa dependiente de RNA (L, 

200 kDa) y para una proteína Z, proteína de unión a zinc también conocida como 

proteína de matriz (11 kDa), la cual está involucrada en la regulación de la síntesis de 

RNA y en el ensamblaje de la partícula viral. El fragmento más corto, denominado S, 

codifica para la proteína de nucleocápside N (60-64 kDa), la cual junto con L participa 

en la transcripción y replicación del genoma viral, y para un precursor de las 

glicoproteínas virales, denominado GPC (72 kDa). Este precursor es procesado pos-

traduccionalmente dando origen por clivaje a un complejo glicoproteico tripartito maduro 

(GP) formado por un péptido señal estable (SSP), una glicoproteína periférica llamada 

G1 (35-38 kDa) y una glicoproteína G2 (44-52 kDa) transmembrana. Las espículas 

virales están conformadas por trímeros de GP. G1 es la proteína viral que interactúa 

con el receptor celular, mientras que G2 media la fusión dependiente de pH ácido de la 

envoltura viral con la membrana endosomal una vez que el virus es internalizado 

mediante un proceso de endocitosis, permitiendo la liberación del genoma en el 

citoplasma de la célula (1). La nucleocápside viral está formada por el RNA viral y las 

proteínas L y N (Figura 1A). Ambos segmentos del RNA viral poseen una región no 

codificante en el extremo 5' (5 'UTR), una región 3' no codificante (3' UTR) y dos 

secuencias codificantes orientadas en sentido opuesto separadas entre sí por una 

región intergénica no codificante (IGR) que presenta 1 o 2 estructuras secundarias de 

tipo “stem and loop” (Figura 1B). 

El nombre de esta familia de virus deriva del aspecto arenoso que presenta el 

interior de las partículas virales cuando éstas son observadas al microscopio 

electrónico. Esto se debe a que, al ensamblarse, los viriones incorporan ribosomas 

celulares, sin embargo, la presencia de los ribosomas no sería relevante para la 

infectividad viral (2). 
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Figura 1. Estructura de los arenavirus (A) y de su genoma (B). 

5'UTR: región 5' no codificante. 3'UTR: región 3' no codificante. GPC: precursor de las glicoproteínas de 

envoltura. 

 

Actualmente, la familia Arenaviridae se compone de tres géneros: los géneros 

Reptarenavirus y Hartmanivirus comprenden virus que infectan reptiles, mientras que 

el género Mammarenavirus engloba 35 especies que infectan mamíferos. Este último 

género se divide en dos grandes grupos, los virus del Viejo Mundo (VM) y los virus del 

Nuevo Mundo (NM) (1–3). El grupo del VM incluye virus generalmente confinados al 

continente africano como el virus Lassa (LASV, República Central de África), Lujo 

(LUJV, Zambia y sudeste de África), Mopeia (MOPV, Mozambique y Zimbabwe), entre 

otros, que tienen como reservorio natural a roedores de la subfamilia Murinae. Otro 

miembro de este grupo es el virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV), de 

distribución mundial, cuyo reservorio es la especie Mus musculus. El grupo del NM 

comprende virus que se distribuyen en el continente americano y se encuentra 

subdividido en cuatro clados (A, B, C y D) (Figura 2). El clado B contiene a los 

principales patógenos para el hombre: los virus, Machupo (MACV, Bolivia), Chaparé 

(CHPV, Bolivia), Guanarito (GTOV, Venezuela), Sabiá (SABV, Brasil) y Junín (JUNV, 

Argentina). El virus Tacaribe (TCRV, Trinidad y Tobago) también pertenece al clado B, 
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pero no es patógeno para el hombre. A diferencia de los otros miembros del grupo del 

NM, los cuales poseen como principales hospedadores naturales a roedores de la 

subfamilia Sigmodontinae, TCRV fue aislado a partir de murciélagos del género 

Artibeus. En el clado D se encuentra el virus Whitewater Arroyo el cual también ha sido 

asociado a infecciones en el hombre (2). Por su parte, el virus Pichindé (PICV) se 

encuentra en el clado A y si bien este virus no es patógeno para el hombre, la infección 

de cobayos con PICV es utilizada como modelo de estudio de la patogénesis de LASV 

debido a que en cobayos la infección con PICV reproduce las manifestaciones clínicas 

características de la enfermedad producida por LASV en el hombre (1). 

 

 

Figura 2. Taxonomía y distribución de los mammarenavirus del Nuevo Mundo.  

(A) Cladograma inferido por el método de máxima verosimilitud utilizando el modelo de Kimura de dos 

parámetros y distribución gamma. La reconstrucción filogenética fue realizada usando el gen completo 

de GPC. Una cepa de LCMV fue usada como grupo externo. (B) Mapa de América en el que se muestra 

la distribución geográfica de los principales mammarenavirus del Nuevo Mundo. Los virus patógenos 

para el hombre se muestran en rojo. (Modificado a partir de  (2)). 
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Algunos mammarenavirus causan en el hombre fiebres hemorrágicas: LASV 

(fiebre de Lassa), MACV (fiebre hemorrágica boliviana), GTOV (fiebre hemorrágica 

venezolana), SABV (fiebre hemorrágica brasileña) y JUNV (fiebre hemorrágica 

argentina, FHA). Los seres humanos usualmente se infectan al entrar en contacto vía 

inhalación con excreciones y secreciones de roedores infectados, siendo los 

macrófagos alveolares las primeras células en infectarse. Anualmente se registran 

alrededor de 200.000 casos de fiebre de Lassa en el oeste de África, de los cuales 

aproximadamente 5000 son fatales. En el caso de la fiebre hemorrágica boliviana y de 

la fiebre hemorrágica venezolana los porcentajes de mortalidad son del 35 y 33%, 

respectivamente (1). 

 

1.1.2. Ciclo de multiplicación 
 

En la figura 3, se muestra un esquema que representa el ciclo de multiplicación 

de los miembros del género Mammarenavirus. Este ciclo, que en las células Vero dura 

aproximadamente 14 h, por ejemplo (4), consta de los siguientes procesos: 

 

1.1.2.1. Adsorción, internalización y desnudamiento de la partícula viral 

 

El ingreso de los mammarenavirus a la célula comienza con la interacción entre 

la glicoproteína de envoltura G1 y un receptor celular. Los mammarenavirus del VM y 

los del NM del clado C utilizan como receptor a la molécula α-distroglicano (αDG). En 

el caso de LUJV, a pesar de pertenecer al grupo del VM, este virus interactuaría con 

las proteínas neuropilina-2 (NRP-2) y CD63 para entrar a la célula (5). Por otra parte, 

otras moléculas podrían funcionar como receptores alternativos para LASV y LCMV 

como por ejemplo el receptor Axl, de la familia de las proteínas TAM, o algunas lectinas 

de tipo C (6–8). 

Por su parte, los virus del NM del clado B se unen principalmente al receptor de 

transferrina de tipo 1 (TfR1) y aquellos capaces de infectar al hombre poseen la 

habilidad de reconocer al TfR1 humano (9). Asimismo, se ha comprobado que JUNV 

también puede utilizar como receptores a las lectinas de tipo C DC-SIGN (del inglés: 

Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin)  y L-

SIGN (del inglés: Liver/lymph node-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing 

Non-integrin) (10) y existen evidencias que indican que algunos virus del NM del clado 
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B, como TCRV y JUNV, podrían interactuar con proteínas de la familia TIM para 

ingresar a la célula (11). 

 

 

 

Figura 3. Ciclo de multiplicación de los mammarenavirus.  

RE: retículo endoplásmico. Modificado de (1). 

 

Contrariamente a lo descripto para PICV, LCMV y LASV, el proceso de endocitosis 

por el cual JUNV es incorporado a la célula sería independiente de la presencia de 

colesterol en la membrana plasmática (12–14). JUNV y PICV entrarían a la célula por 

endocitosis mediada por clatrina (12,13,15,16), mientras que la entrada de LCMV y 

LASV sería independiente de la participación de clatrina, caveolina, dinamina y de las 

GTPasas Rab5 y Rab7 (8,14,16–18).  

 A pesar de las diferencias en la vía endocítica empleada, la entrada a la célula 

de todos los mammarenavirus estudiados hasta el momento es dependiente de pH 

ácido (19–23). Las partículas virales incorporadas a la célula son transportadas a los 

endosomas y el pH ácido en el interior de estas vesículas induce cambios en la 

conformación del complejo glicoproteico GP promoviendo la fusión entre la envoltura 

viral y la membrana endosomal y permite la liberación de las nucleocápsides virales al 

citoplasma (Figura 3) (9,15,22–24). En el caso de LASV, una vez en el interior de los 

endosomas, el pH ácido induciría además la interacción de G1 con la proteína 
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endosomal LAMP1 (5,8,25,26). Los cambios conformacionales en el complejo 

glicoproteico de envoltura habilitarían la exposición del péptido de fusión, región 

hidrofóbica de G2, que interactuaría con la membrana endosomal dando lugar al 

proceso de fusión de membranas y se ha propuesto que el péptido SSP y su 

miristilación jugarían un papel importante en dicho proceso (9,15,24).  

 

1.1.2.2. Síntesis de proteínas y RNAs virales 

 

Producida la fusión entre la membrana viral y la endosomal y liberada la 

nucleocápside al citoplasma, la transcripción y replicación del genoma ocurre tal como 

se ejemplifica para el segmento S en la figura 4. Estudios realizados en base a sistemas 

de genética reversa, los cuales permiten la expresión de análogos de los genomas de 

TCRV y LCMV, demostraron que tanto la transcripción como la replicación del genoma 

requieren de las proteínas virales N y L (27–29). En células infectadas con TCRV se 

han podido detectar estructuras discretas enriquecidas en proteína N que conformarían 

los complejos de transcripción-replicación viral en los cuales el RNA viral interactuaría 

a su vez con lípidos y proteínas celulares, tales como proteínas de la subunidad menor 

ribosomal, proteínas de gránulos de estrés y algunos factores de inicio de la traducción 

(30). 

 En el proceso de transcripción están involucradas tanto las regiones 3'UTR y 

5'UTR como la región IGR del genoma viral y los mRNAs resultantes no son 

poliadenilados (31). Primero ocurre la transcripción a partir de la región 3' del genoma 

de polaridad negativa, dando lugar a la producción de mRNAs que son 

subsecuentemente traducidos a las proteínas N y L a partir de los segmentos S y L, 

respectivamente (Figura 4).   

Las estructuras secundarias presentes en IGR jugarían un papel relevante en la 

terminación de la transcripción (32) y se ha propuesto que la participación de N sería 

clave para posibilitar el cambio de un proceso de transcripción a un proceso de 

replicación. En este sentido, se ha propuesto que la acumulación de proteína N 

sintetizada de novo permitiría a la polimerasa viral continuar con la síntesis de RNA 

más allá de IGR dando origen a la hebra de RNA complementaria al genoma (RNA 

antigenómico), la cual a su vez sirve de templado para las nuevas moléculas de RNA 

genómico y para generar los mRNAs subgenómicos que se traducen a GPC y Z a partir 

de los segmentos S y L antigenómicos, respectivamente (33,34). Sin embargo, 
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utilizando un sistema de genética reversa basado en un análogo del segmento S de 

LCMV se demostró que tanto la transcripción como la replicación se ven incrementadas 

en presencia de cantidades crecientes de N y por lo tanto aún existen dudas acerca del 

papel de N en el paso del proceso de transcripción al de replicación del genoma de los 

arenavirus (28). Por otra parte, se ha propuesto que si bien N y L serían constituyentes 

tanto del complejo proteico involucrado en la síntesis de transcriptos virales (complejo 

transcriptasa) como de aquel implicado en el proceso de replicación del genoma viral 

(complejo replicasa), los factores celulares asociados a dichos complejos podrían ser 

diferentes (28). 

 

Figura 4. Estrategia de replicación y de transcripción del segmento S del genoma de los 

arenavirus. 

 

En su extremo 5'UTR los mRNAs virales poseen cap y de 3 a 7 nucleótidos que 

el virus obtendría a partir de los mRNAs celulares en un proceso de robo de cap (“cap-

snatching”) que se piensa sería similar al descripto para otras familias virales como 

Orthomyxoviridae. La proteína L de LASV y de LCMV posee un dominio central con 

actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA y un dominio N-terminal con 

actividad de endonucleasa y se presume que éste último estaría involucrado en el robo 

del cap y de los primeros nucleótidos a los mRNAs celulares (35–38). Asimismo, L 

posee sitios de unión a otras moléculas de L permitiendo la formación de oligómeros 

que serían necesarios para la funcionalidad de esta proteína (38). Se ha comprobado 

que la proteína L de los virus LASV, LCMV, TCRV y MACV interacciona con la proteína 

de matriz Z y que la sobre-expresión de Z inhibe los procesos de transcripción y 

replicación del genoma viral. Este efecto inhibitorio ejercido por Z estaría relacionado 
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con la capacidad de esta proteína de interactuar con L impidiendo la formación de 

oligómeros de la polimerasa viral (27,39–42). 

La proteína de nucleocápside N es la más abundante tanto en las células 

infectadas como en la partícula viral. Existen evidencias que sugieren que la 

nucleoproteína N de LASV, LCMV y TCRV forma oligómeros que sufren cambios 

conformacionales cuando se unen al RNA y se ha demostrado que la auto-asociacón 

de moléculas de N sería indispensable para la síntesis de RNA viral (40,43–46). A 

través de sus dominios N- y C-terminales, N interacciona con L luego del ensamble de 

las nucleocápsides de TCRV y esta interacción promovería la liberación transitoria del 

RNA para que L pueda moverse a lo largo del genoma (40,43,47). N y Z interaccionan 

con L a través de sitios distintos, y se ha comprobado que la interacción de Z con L no 

afecta la asociación de L con la nucleoproteína N (40). 

Por otra parte, se ha descripto que el dominio C-terminal de la proteína N de LASV 

y de TCRV posee actividad exonucleasa 3'→5' la cual estaría relacionada con la 

habilidad de esta proteína de suprimir la respuesta de interferón (IFN) por parte de la 

célula (48,49). Sin embargo, según ensayos enzimáticos realizados in vitro, esta función 

no estaría presente en la proteína N de JUNV (50). 

Estudios estructurales sugieren la presencia de una cavidad hidrofóbica en la 

proteína N de LASV que actuaría como sitio de unión al cap (48).                                                                                                                 

La traducción de los mRNAs virales es dependiente de cap y estudios realizados con 

mRNAs sintéticos análogos al mRNA de la proteína N de TCRV  indican que este 

proceso estaría regulado por las secuencias 5' y 3' UTR, tal que el extremo 5'UTR 

estimularía la traducción, mientras que el extremo 3'UTR la inhibiría (51). Los factores 

de inicio de traducción eIF4A y eIF4G serían indispensables para la traducción de los 

mRNAs de TCRV, JUNV y PICV, pero el factor eIF4E no participaría en este proceso. 

Asimismo, se demostró que la proteína N de estos virus posee la capacidad de 

interactuar con 7-metil guanosina  (51,52). Debido a la  habilidad de N de unirse al cap 

y de ser capaz además de interactuar con los factores eIF4A y eIF4G se ha sugerido 

que N podría reemplazar a eIF4E en la formación del complejo eIF4F conformado por 

estos tres factores (52). Sin embargo, el hecho de que a concentraciones crecientes de 

proteína N no se verifique un incremento de la traducción de los análogos de mRNAs 

de TCRV ha puesto en duda que N pueda sustituir a eIF4E en la formación de eIF4F 

(51). Contrariamente a lo demostrado para los mammarenavirus del NM, se ha 

determinado que la proteína N de LCMV co-localiza con el factor de traducción eIF4E, 
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sin embargo, la interacción de estas proteínas no ha podido ser corroborada por 

ensayos de inmunoprecipitación (53). Asimismo, se comprobó que durante la infección 

con LCMV, la proteína Z interaccionaría, de forma directa o a través de la proteína 

celular de la leucemia promielocítica (PML), con eIF4E y en base a experimentos de 

sobre-expresión de la proteína Z se ha propuesto que dicha interacción provocaría una 

disminución de la afinidad del factor eIF4E por el cap lo cual resultaría en la represión 

de la traducción de algunos mRNA celulares (54–56).  

 

1.1.2.3. Ensamble y liberación de las partículas virales 

 

Las proteínas virales N, Z y L son sintetizadas en ribosomas libres en el citoplasma 

a partir de los mRNAs virales correspondientes, mientras que GPC, el precursor de las 

glicoproteínas virales, es sintetizado en ribosomas asociados al retículo endoplásmico 

(RE) como un precursor pre-GPC que contiene en su extremo N-terminal al péptido 

señal SSP. El péptido SSP es clivado co-traduccionalmente por la peptidasa de la señal 

(57,58) (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Procesamiento del complejo glicoproteico en diferentes compartimentos celulares. 

GPC: precursor de las glicoproteínas de envoltura. SSP: péptido señal. GP: complejo glicoproteico 

maduro. 
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Una vez clivado SSP, GPC permanece asociado a SSP y es procesado por la 

proteasa SKI-1/S1P (Figura 5). El compartimento subcelular en el cual ocurriría el 

clivaje de GPC para dar origen a G1 y G2 estaría determinado por la secuencia del sitio 

de corte para la proteasa. Mientras que el clivaje de GPC de LASV ocurriría en el 

RE/cis-Golgi, para LCMV dicho clivaje tendría lugar en el trans-Golgi (57–60). El clivaje 

de GPC no sería indispensable para la expresión de G1/G2 en la membrana plasmática 

(59) pero sí sería necesario para la incorporación de las glicoproteínas a las partículas 

virales en formación (60).  Se ha demostrado que la asociación de SSP a GPC es 

importante para el transporte y el procesamiento de GPC por SKI-1/S1P y, por otra 

parte, la presencia de SSP en el complejo GP (Figura 5) es necesaria tanto para el 

transporte de dicho complejo hacia la membrana plasmática durante el ensamblaje viral 

como para el proceso de fusión de membranas durante las primeras etapas de la 

infección (61–63). En particular para JUNV, se ha propuesto que SSP enmascara una 

señal de retención en RE presente en G2, lo cual posibilitaría el transporte del complejo 

glicoproteico a través del RE y del Golgi (61). Por otra parte, se ha establecido que la 

miristilación de SSP, que ocurre luego de su clivaje a partir de pre-GPC, sería relevante 

para el proceso de fusión de membranas mediado por G2 (64). 

Luego de la maduración proteolítica del complejo tripartito SSP/G1/G2, también 

llamado complejo GP (Figura 5), éste es transportado hacia la membrana plasmática 

donde tiene lugar el proceso de brotación viral (1,65). La localización del complejo 

tripartito de JUNV dependería de la presencia de colesterol y de su asociación a 

dominios “lipid rafts” en la membrana plasmática (66), en tanto que en el caso de LASV, 

esta asociación dependería del tipo celular infectado (65,67). Una vez en la membrana 

plasmática, el complejo SSP/G1/G2 de LCMV y LASV interaccionaría con Z, 

previamente miristilada (68,69).  En su extremo C- terminal la proteína Z posee un 

dominio tardío (dominio L) que le permite interactuar con diferentes factores celulares 

que intervienen en la brotación de las partículas virales (70–73). A través de 

determinados motivos de aminoácidos presentes en este dominio L, la proteína Z de 

JUNV, LASV y LCMV interacciona con componentes del sistema ESCRT (del inglés: 

Endosomal Sorting Complexes Required for Transport), como Tsg101 (del inglés: 

Tumor susceptibility gene 101), o las ATPasas Vps4A y Vps4B (67,70,71,74). La 

brotación de TCRV también depende de la participación de estas ATPasas pero no de 

Tsg101, mientras que la proteína Z del mammarenavirus del VM LUJV no 

interaccionaría con ninguno de estos componentes celulares (72,73).  
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En el caso de MOPV y JUNV, se ha demostrado que la interacción entre las 

proteínas Z, N y L facilita el reclutamiento de las nucleocápsides durante el ensamblado 

del virión (75–77). Z interactuaría en primer lugar con las proteínas N y L que forman 

parte de las nucleocápsides y luego con la membrana plasmática modificando su 

conformación y dando lugar a la formación de multímeros de Z que a su vez 

interaccionarían tanto con el péptido SSP de los complejos GP como con componentes 

de la maquinaria ESCRT, promoviendo de esta forma la curvatura de la membrana 

plasmática y el proceso de brotación del virus (31,56). Se han reportado evidencias que 

sugieren que la vía de señalización celular dependiente de fosfatidilinositol 3 quinasa 

(PI3K)/Akt participaría de los procesos de brotación de LASV y LCMV (78). 

 

1.2. Fiebre hemorrágica argentina 
 

1.2.1. Características generales 
 

Como se mencionó anteriormente, JUNV es el agente causal de la FHA, 

enfermedad también conocida como Mal de los Rastrojos, la cual es transmitida por el 

reservorio natural de JUNV, el roedor Calomys musculinus (laucha maicera), cuyo 

hábitat comprende las zonas rurales del norte y oeste de la provincia de Buenos Aires, 

sur de Córdoba y Santa Fe y norte de La Pampa (79,80). El virus establece una 

infección persistente en el roedor y las personas se infectan al entrar en contacto con 

excretas de animales infectados o al inhalar aerosoles provenientes de las mismas. El 

virus ingresa entonces al organismo a través de la piel o de las mucosas gástrica o 

respiratoria (81). Como consecuencia de la infección, en los primeros días el paciente 

presenta síntomas característicos de un estado gripal como malestar general, dolor de 

cabeza, fiebre de 38 o 39 °C (82). Conforme avanza la enfermedad, la fiebre persiste, 

aparecen síntomas como petequias en la mucosa oral y en la región axilar, puede haber 

hemorragia gingival y suelen presentarse alteraciones neurológicas como disminución 

de los reflejos y confusión mental.  A partir de la segunda semana, la mayoría de los 

enfermos se recuperan, sin embargo, en ausencia de tratamiento, entre un 15 a un 20 

% de los casos son fatales presentando signos vasculares y neurológicos severos (80–

82). 

Dado que el ingreso del virus al organismo se produce generalmente a través de 

aerosoles, se ha postulado que las primeras células infectadas serían los macrófagos 
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alveolares y las células dendríticas que migran a los nódulos linfáticos. Como 

consecuencia de la replicación viral en dichos órganos JUNV se disemina a través del 

sistema circulatorio hacia otros órganos como pulmón, riñón, endotelio vascular, 

órganos linfáticos y sistema nervioso central  (82). Durante la fase aguda de la 

enfermedad, se reducen los niveles de linfocitos B y T  y se pueden producir 

hemorragias causadas tanto por la disfunción del endotelio vascular como por la 

disminución del número de plaquetas presentes en la sangre (81). Asimismo, en los 

primeros días de la infección se detecta en sangre una disminución de los niveles de 

factores de coagulación  y un aumento de los niveles de plasminógeno, lo cual 

contribuiría a explicar el desarrollo de la fase severa de la enfermedad, caracterizada 

por la aparición de hemorragias (81,82). 

 

1.2.2. Vacunas y tratamiento 
 

Estudios preclínicos mostraron la eficacia de TCRV como vacuna frente a la 

infección por JUNV. Asimismo, a partir de la cepa viral prototipo de JUNV, denominada 

XJ, aislada a partir de un enfermo de FHA, se obtuvieron diferentes cepas atenuadas 

por pasajes sucesivos en cultivos celulares, cerebro de ratón y cobayos. La cepa viral 

XJCl3, por ejemplo, se obtuvo a partir de la cepa XJ por pasajes sucesivos en cerebro 

de ratón lactante y posteriormente se clonó en las células MA-111 (riñón de conejo). 

XJCl3 presentó un fenotipo atenuado en el cobayo y en el ratón respecto a la cepa 

parental y en base a esta cepa se formuló una vacuna que fue administrada a 636 

voluntarios humanos, la mayoría de los cuales desarrollaron una infección subclínica 

obteniéndose altos títulos de anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, los estudios 

clínicos se discontinuaron debido al hecho de que esta cepa había sido clonada en 

células heteroploides (82). Posteriormente, la cepa atenuada Candid#1, la cual fue  

amplificada en la línea celular diploide FRhL-2 (fibroblastos de pulmón de Macaca 

mulatta), mostró ser inmunogénica y segura en estudios preclínicos y clínicos lo cual 

posibilitó el desarrollo de una vacuna eficaz denominada Candid#1, que en la actualidad 

es de aplicación gratuita y obligatoria para las personas adultas que viven dentro del 

área endémica de la enfermedad (80). Sin embargo, resulta importante continuar con 

los  estudios orientados al desarrollo de otros métodos de control debido a las 

desventajas de este tipo de vacuna tales como la posibilidad de reversión a la virulencia 

o de menor eficacia frente a la emergencia de nuevas variantes virales (81).  
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El único tratamiento disponible para hacer frente a la FHA consiste en la 

administración de suero proveniente de individuos convalecientes. Este tratamiento 

resulta eficaz siempre y cuando su aplicación tenga lugar durante la primera semana 

de la infección y presenta además los riesgos propios del uso de hemoderivados (79). 

Estudios realizados con el compuesto ribavirina, inhibidor de la síntesis de RNA de 

diversos virus, han demostrado que en algunos casos esta droga es eficaz en el 

tratamiento de la FHA. Sin embargo, se recomienda su uso sólo dentro de los primeros 

5 días de la infección, seguido de la administración de suero inmune (79). 

En los últimos años, se han propuesto otras estrategias para el tratamiento de la 

FHA, como la utilización de anticuerpos monoclonales (83) o de nuevos compuestos 

antivirales (4,70); sin embargo, estas nuevas terapias se encuentran en fase preclínica 

de investigación. 

 

1.3. Interacción de JUNV con componentes celulares 
 

El diseño de nuevos tratamientos antivirales, así como la elucidación de los 

mecanismos de la patogénesis viral, dependen en gran medida del conocimiento de las 

interacciones de un virus con la maquinaria celular. Sumado a los factores celulares ya 

mencionados en el ítem 1.1.2., otros trabajos realizados durante los últimos años han 

aportado un mayor conocimiento acerca del papel de diversos componentes celulares 

en la replicación de JUNV.  

Se comprobó que la internalización de JUNV en células Vero promueve la 

activación de la vía de señalización celular PI3K/ Akt, la cual estaría involucrada en la 

entrada del virus a la célula. A su vez, la fosforilación de Akt promovería la supervivencia 

celular inhibiendo factores pro-apoptóticos y controlando la traducción celular a través 

de la activación del complejo proteico Raptor/mTOR (del inglés: Regulatory-associated 

protein of mTOR/ mammalian Target of Rapamycin) (84). 

Por otra parte, se ha demostrado que JUNV altera la dinámica de estructuras de 

silenciamiento de mRNAs reduciendo la formación de gránulos estrés (SGs). La 

formación de estas estructuras requiere de la fosforilación del factor de inicio de 

traducción eucariota 2 α (eIF2α) y se corroboró que tanto la infección con JUNV como 

la expresión de las proteínas virales N o GPC inhiben la fosforilación de eIF2α frente al 

estrés osmótico producido por el tratamiento con arsenito (85). Este estudio demuestra 

entonces que componentes virales que se expresan tempranamente durante la 
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infección son capaces de modular la respuesta celular al estrés. La capacidad de JUNV 

de inhibir la fosforilación de eIF2α fue corroborada en otro estudio realizado en células 

A549 (derivadas de carcinoma de pulmón humano) (86). Contrariamente a estos 

resultados, otros autores reportaron que la infección viral en células A549 incrementaría 

los niveles de fosfo-eIF2α (p- eIF2α) (86,87). 

Mediante ensayos de inmunoprecipitación y posterior análisis por espectrometría 

de masa se determinó la capacidad de la proteína N de JUNV de interactuar con 509 

proteínas celulares. Una parte importante de las interacciones establecidas por N se 

daría con proteínas de unión a nucleótidos y factores celulares involucrados en los 

procesos de traducción celular y procesamiento, estabilidad y transporte del RNA (86). 

En otro estudio reciente, de características similares, se estableció la interacción de la 

proteína viral Z con 262 proteínas celulares, entre las cuales se encuentran proteínas 

ribosomales, de unión a ATP, del complejo ESCRT y de la superfamilia Ras (88).  

Algunos factores celulares que interaccionan con la proteína N como la viperina, 

cuya síntesis es inducida por IFN, actuarían como factores de restricción de la 

multiplicación viral (89), mientras que otros componentes celulares favorecerían la 

replicación de JUNV. Este es el caso de algunas ribonucleoproteínas heterogéneo-

nucleares (hnRNPs), proteínas con capacidad de unión a RNA que están involucradas 

en el procesamiento, transporte núcleo-citoplasmático, traducción y estabilidad de los 

mRNAs celulares. Si bien estas proteínas son de localización predominantemente 

nuclear, las mismas fluctúan entre el núcleo y el citoplasma. Las hnRNPs participan en 

diversos eventos de la replicación diferentes virus con genoma RNA, fundamentalmente 

en los procesos de síntesis y traducción de RNA virales (90). Nuestro grupo de 

investigación demostró que la infección con JUNV induce la acumulación citoplasmática 

de las hnRNPs A/B y K y comprobó que el silenciamiento de estos factores celulares 

inhibe la multiplicación viral (91,92). Asimismo, se verificó que la proteína N es capaz 

de interactuar con las hnRNPs del grupo A/B (91), siendo esto posteriormente 

corroborado por otros autores (86), los cuales también demostraron la interacción de N 

con otras hnRNPs como hnRNP K. Es interesante destacar que la traslocación de las 

hnRNPs A/B y K al citoplasma de la célula depende de la fosforilación de estas 

proteínas por parte de quinasas que forman parte de las vías de señalización celular 

dependientes de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAP quinasas). 
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1.4. Las vías de señalización dependientes de MAP quinasas 

Raf/MEK/ERK y p38 

 

Las vías de señalización dependientes de MAP quinasas están involucradas en 

diferentes procesos celulares como regulación del ciclo celular, proliferación, 

supervivencia, diferenciación y producción de citoquinas, entre otros. Se encuentran 

altamente conservadas en organismos eucariotas y se componen principalmente de 

proteínas quinasas modulares que se fosforilan de modo secuencial. Existen 4 

subfamilias de vías de señalización dependientes de MAP quinasas que se activan 

frente a diversos estímulos: Raf/MEK/ERK, p38, JNK y ERK 5. Como se observa en la 

figura 6, las subfamilias se caracterizan por tener un patrón en común: una proteína 

quinasa denominada MAPKKK fosforila y activa a otra quinasa, MAPKK, y ésta última 

fosforila y activa a una MAPK. Una vez activada, MAPK es capaz de fosforilar a 

diferentes proteínas, entre ellas factores de transcripción, que posibilitan las distintas 

respuestas biológicas. 

 

 

 

Figura 6. Vías de señalización dependientes de MAP quinasas.  

GPCR: receptor acoplado a proteína G. Raf: “Rapidly Accelerated Fibrosarcoma”. Mos: “Moloney 

Oncogene Sarcoma”. Tpl2: “Tumor Progression Locus 2”. MEK: “MAPK/ERK Kinase”. ERK: “FR”. MLK: 
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“Mixed-Lineage protein Kinase”. TAK: “Tranforming growth factor β-Activated Kinase”. DLK: “Dual 

Leucine zipper bearing Kinase”. MKK: “Mitogen-activated Kinase”. MEKK: “Mitogen activated protein 

kinase/ ERK Kinase”. ASK: “Apoptosis Signal-regulating Kinase”. SAPK: “Stress-Activated Protein 

Kinase”. JNK: “Jun N-terminal Kinase”. BMK: “BiMC related Kinase”.   Modificado de (93). 

 

La vía de señalización celular Raf/MEK/ERK es activada en respuesta a diversos 

estímulos que son captados por un receptor tirosina-quinasa (RTK), el cual activa a 

proteínas miembros de la familia Ras de pequeñas GTPasas, las cuales inician la 

cascada de señalización hacia las MAPKKKs entre las cuales se encuentran las 

proteínas de la familia de las Raf quinasas. Las Raf quinasas a su vez fosforilan a las 

MAPKKs MEK1 y MEK2, las cuales tienen como únicos sustratos de fosforilación a las 

MAPKs ERK1 (44 kDa) y ERK2 (42 kDa) (Figura 6). Esta vía se encuentra implicada en 

diferentes procesos tales como la traducción, la transcripción, el “splicing” del RNA, la 

migración, la proliferación, la diferenciación y la supervivencia celular y el desarrollo 

(94).  

La vía de Raf/MEK/ERK se interrelaciona con otras vías de señalización celular 

como por ejemplo la vía dependiente de la proteína quinasa C (PKC). La activación de 

PKC conduce a la fosforilación de las quinasas Ras y Raf con la consiguiente activación 

de la cascada Raf/MEK/ERK. PKC puede ser modulada positivamente por ésteres de 

forbol, como el forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), por lo que estos compuestos 

actúan a su vez como activadores de la vía Raf/MEK/ERK (95) (Figura 7). 

La activación de ERK1 y ERK2, las cuales exhiben actividad de serina/ treonina-

quinasas, se encuentra regulada espacio-temporalmente, ya que la intensidad y la 

duración de su activación, así como su localización intracelular, darían lugar a 

diferentes respuestas (96,97). La localización habitual de ERK1/2 es el citoplasma, pero 

su activación frente a ciertos estímulos y en presencia de determinados factores 

celulares reguladores provoca su traslocación al núcleo. En consecuencia, tanto 

factores citoplasmáticos como nucleares pueden ser sustratos de la fosforilación 

mediada por ERK1/2. La adición de mitógenos o suero a células quiescentes induce la 

activación y traslocación de ERK1/2 al núcleo lo cual resulta, por ejemplo, en la 

fosforilación de factores de transcripción como c-Fos, Fra, Myc y Egr-1 promoviendo la 

progresión del ciclo celular a G1(94). 

Se han desarrollado numerosos inhibidores para la vía Raf/MEK/ERK, los cuales 

afectan la actividad de diferentes componentes de la misma. Varios de estos 
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compuestos se encuentran en la actualidad en distintos estadios de evaluación en 

ensayos clínicos para terapias oncológicas y algunos de ellos han sido incluso 

aprobados para el tratamiento de diversos tipos de cáncer (4,98–101). Entre los 

inhibidores más eficaces podemos mencionar a los siguientes compuestos: sorafenib, 

dabrafenib y vemurafenib (inhibidores de Raf); U0126, PD98059, selumetinib, 

trametinib, cobimetinib y refametinib (inhibidores de MEK); y SCH772984, SCH900353, 

BVD-523 y RG842 (inhibidores de ERK).  

 

 

 

Figura 7. Interrelación de las vías Raf/MEK/ERK y PKC.  

PKC: Proteína quinasa C. PMA: forbol 12-miristato-13-acetato. 

 

 

Por otro lado, la vía de señalización p38 se activa en respuesta a factores de 

crecimiento, estrés e inflamación. Esta vía está involucrada principalmente en la 

inducción de apoptosis y en la producción de citoquinas como el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα) y las interleuquinas (ILs) IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 (102,103). 

Existen cuatro isoformas de p38 (α, β, γ y δ) que, si bien tienen algunas funciones 
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redundantes, también muestran diferencias en cuanto a su capacidad de activar 

determinados sustratos. Las isoformas α y β han sido hasta el momento las mejor 

estudiadas y se expresan en una gran variedad de células. La vía p38 comprende 

distintas MAPKKKs, las cuales fosforilan y activan a las MAPKKs denominadas MKK3 

y MKK6 (Figura 6). Estas últimas exhiben diferencias en cuanto a su capacidad de 

fosforilar a las diferentes isoformas de p38 dependiendo del tipo de estímulo. Mientras 

que frente al estrés ambiental tanto MKK3 como MKK6 son capaces de fosforilar a las 

isoformas p38α y p38β, MKK6 activa p38γ en respuesta a la citoquina TNFα. A su vez, 

MKK3 media la activación de p38γ en respuesta a la exposición a luz UV, a estrés 

hiperosmótico, al compuesto anisomicina o a TNFα. Las diferentes isoformas de p38 

modulan a su vez la expresión de una gran variedad de proteínas entre las que se 

encuentran proteínas quinasas, fosfatasas, factores de transcripción y reguladores del 

ciclo celular (104). Por lo general, p38 se localiza en el citoplasma y, frente a 

determinado tipo de estímulos, parte de las moléculas fosforiladas de p38 

permanecerían en el citoplasma regulando la actividad de factores citoplasmáticos, 

mientras que el resto traslocaría al núcleo y mediaría la fosforilación de componentes 

nucleares, regulando la apoptosis, el crecimiento celular, la respuesta inmune y la 

respuesta a daño al DNA (105). 

Se han desarrollado diferentes inhibidores específicos de las isoformas α y β de 

p38, entre ellos podemos mencionar a los compuestos SB203580, SB202190, SCIO-

469, losmapimod y SB681323. Algunos inhibidores, como SB203580 y SB202190, 

compiten con el ATP por la unión al sitio activo de p38; SB202190, al igual que 

losmapimod y SCIO-469, inhibe tanto la actividad como la fosforilación de p38. En el 

caso de SB203580, este compuesto inhibe la actividad catalítica de p38 pero no impide 

su fosforilación (4,103,106–108). 

 

1.4.1. Implicancia de la vía de señalización Raf/MEK/ERK en la 

replicación de virus patógenos para el hombre 

 

Numerosos virus patógenos para el hombre provocan la activación o inhibición de 

diferentes vías de señalización celular, entre ellas las rutas dependientes de MAP 

quinasas. La vía Raf/MEK/ERK ha sido una de las más estudiadas en relación con su 
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modulación por parte de estos virus y a su implicancia en el ciclo de multiplicación viral 

(Figuras 8 y 9). 

Se ha comprobado que diferentes miembros de las familias Adenoviridae, 

Hepadnaviridae, Herpesviridae, Polyomaviridae y Poxviridae, virus con genoma DNA 

pertenecientes al grupo I de la clasificación de Baltimore, son capaces de inducir la 

activación de la vía Raf/MEK/ERK (Figura 8). Por otra parte, se ha demostrado que la 

inhibición de esta vía afecta negativamente la multiplicación viral (109,110,119,111–

118).  

La activación de ERK inducida por algunos de estos virus conduce a la 

fosforilación de proteínas celulares de las familias Jun y Fos que se asocian en dímeros 

que conforman el factor de transcripción AP-1, el cual está involucrado en procesos 

relacionados con la proliferación y la supervivencia celular. AP-1 es un factor cuya 

actividad es por lo general regulada de forma positiva por los virus con genoma DNA 

promoviendo las condiciones intracelulares adecuadas para favorecer la replicación del 

genoma viral (Figura 9). En este sentido, se ha demostrado que la expresión de la 

proteína HBx del virus de la hepatitis B (HBV, Hepadnaviridae) en células HepG2 

(derivadas de hepatocarcinoma humano) induce la fosforilación del factor c-fos a través 

de la activación de ERK1/2 (109). A su vez, esta activación inducida por HBx podría 

estar relacionada con el desarrollo de hepatocarcinoma durante la infección crónica por 

HBV (114).  Por su parte, el virus vaccinia (VACV, Poxviridae) provoca la activación de 

la vía Raf/MEK/ERK durante las primeras horas de la infección en fibroblastos murinos 

y dicha activación estaría relacionada tanto con la fosforilación y traslocación al núcleo 

de la proteína c-jun para formar parte del factor de transcripción AP-1, como con la 

inducción del regulador transcripcional EGR-1 (regulador temprano de crecimiento 1), 

promoviendo la síntesis de DNA viral (113,120). De manera similar se comprobó que 

tanto la infección con  el virus Varicella Zoster (VZV, Herpesviridae) como la expresión 

de la proteína viral ORF12 induce la fosforilación de ERK1/2 y como consecuencia la 

activación del factor AP-1 (115). Asimismo, en el caso del virus herpes simplex tipo 1 

(HSV-1, Herpesviridae) el bloqueo de la vía interfiere con la progresión del ciclo celular 

de la fase G1 a la fase S,  inhibiendo la transcripción de genes virales y la síntesis de 

DNA viral (110). Por otra parte, se ha demostrado que la infección de cultivos celulares 

con algunos miembros de la familia Polyomaviridae,  como el polyomavirus humano 

John Cunningham (JCPyV),  provoca la activación de ERK, la cual estaría involucrada 

en la transcripción del genoma viral (112). 
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Dentro de la familia Retroviridae (grupo VI de la clasificación de Baltimore), se ha 

observado que la interacción de la glicoproteína de envoltura gp120 del virus de la 

inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) con los receptores celulares, así como la 

expresión de las proteínas virales Nef, Vpr y Tat, son capaces de inducir la activación 

de la vía Raf/MEK/ERK. Por otra parte, se comprobó que ERK es incorporada a la 

partícula viral en formación y existen evidencias que indican que p-ERK es capaz de 

fosforilar diferentes proteínas virales, ente ellas la proteína  p6gag, regulando los 

procesos de brotación y maduración de las partículas virales (Figura 9) (121–124). 

 

 

Figura 8. Modulación de la vía Raf/MEK/ERK por virus patógenos para el hombre 

La líneas azules señalan a aquellos virus cuya infección o la expresión de alguna proteína viral provocan 

la activación de la vía. Las líneas rojas señalan a aquellos virus para los cuales existen reportes que 

indican que la infección o la expresión de alguna proteína viral inhiben la activación de la vía. Los virus 

pertenecientes a los distintos grupos de la clasificación de Baltimore se representan con diferentes 

colores. VLPs: “viral-like particles” o partículas semejantes a virus. HBx: proteína X del virus HBV. NS5A 

y NS3: proteínas de HCV. EIII: dominio III de la glicoproteína E de DENV. 
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 En el caso de los rotavirus del grupo A  (RVA, familia Reoviridae), virus con 

genoma RNA cadena doble (RNAcd) del grupo III según Baltimore, se ha propuesto 

que la interacción de las proteínas de la cápside con el receptor celular induce la 

activación de algunas vías de transducción de señales, entre ellas Raf/MEK/ERK, las 

cuales jugarían un papel importante en la acidificación de los endosomas y por lo tanto 

en el desnudamiento viral (Figura 9) (125). 

Numerosos virus con genoma RNA de cadena simple (RNAcs) de polaridad 

positiva, grupo IV de la clasificación de Baltimore, pertenecientes a las familias 

Coronaviridae, Flaviviridae, y Picornaviridae también son capaces de inducir la 

activación de ERK1/2 (123,126,135–140,127–134).  

Dentro de la familia Flaviviridae existen reportes contradictorios respecto de la 

acción de los virus dengue (DENV) y de la hepatitis C (HCV) sobre la activación de la 

vía Raf/MEK/ERK (Figura 8). Se ha observado que el dominio III de la glicoproteína E 

de DENV induce la activación de la vía, pero otro reporte señala que la infección viral 

no induce la activación de ERK sino que por el contrario provoca una disminución de 

los niveles basales de p-ERK en las células A549 (127,133). En el caso de HCV, se 

determinó que tanto la expresión de la proteína no estructural NS3 como la interacción 

de la glicoproteína viral E2 con los receptores celulares, las lectinas L-SIGN y DC-SIGN, 

inducen la activación de la vía. Sin embargo, la expresión de la proteína no estructural 

NS5A inhibiría la fosforilación de ERK1/2 y a su vez se han obtenido resultados 

contradictorios en células que expresan la proteína viral de core (123,139–144). El 

análisis de la influencia de la cascada Raf/MEK/ERK en la multiplicación de HCV, 

basado en la medición de la síntesis de RNA a partir de replicones subgenómicos en 

presencia de inhibidores químicos de la vía o de pequeños RNAs de interferencia 

(siRNAs) utilizados para silenciarla, también mostró resultados contrapuestos. Algunos 

estudios describen que la inhibición de la vía provoca la reducción de la síntesis de 

RNA viral, mientras que otros autores reportan un aumento de la replicación del RNA 

viral y un incremento de la síntesis independiente de cap de las proteínas virales (145–

147).  

En cuanto a los efectos de la inhibición de la vía sobre la infección por miembros 

del género Flavivirus dentro la familia Flaviviridae, se ha demostrado que el tratamiento 

de células Vero con U0126, inhibidor de MEK, reduce la multiplicación del virus de la 

fiebre amarilla (YFV), de DENV tipo 2 y 3 (DENV-2 y DENV-3) y del virus de la encefalitis 
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de San Luis (SLEV). En el caso de YFV el tratamiento con U0126 provocó la inhibición 

de la síntesis de RNA viral y de la formación de invaginaciones en la membrana del RE, 

estructuras  inducidas por la infección en las cuales se localizan los complejos de 

replicación viral (figura 9) (126). Por otra parte, la inhibición de Raf-1 mediada por 

oligonucléotidos anti-sentido redujo la replicación de otro flavivirus, el virus de la 

encefalitis japonesa (JEV), tanto en cultivos celulares como en un modelo de infección 

letal en ratones (148).  

Se ha demostrado que algunos miembros de la familia Picornaviridae, como el 

virus Coxsackie B3 (CVB3) y enterovirus A 71 (EV-A71), activan ERK de forma bifásica, 

es decir, la infección provoca una primera activación temprana y un segundo pico de 

activación a tiempos más tardíos. Se comprobó también que la inhibición de la vía 

provoca una disminución notoria de la producción de partículas y proteínas virales en 

diferentes tipos de líneas celulares humanas (129,130,134). El proceso de traducción 

en estos picornavirus es dependiente de la presencia de IRES (sitio interno de entrada 

ribosomal) y la replicación viral conlleva además la inhibición de la traducción cap-

dependiente de los mRNAs celulares debido al clivaje del factor de inicio de traducción 

eIF4G1 mediado por la proteasa viral 2A.  Existe evidencia experimental que indica que 

la activación de ERK, inducida durante la infección, regularía positivamente la actividad 

de la proteasa viral 2A, responsable de la inhibición de la traducción celular dependiente 

de cap, favoreciendo de este modo la traducción independiente de cap de las proteínas 

virales (Figura 9) (128). 

Los virus cuyos genomas están constituidos por RNAcs con polaridad negativa, 

grupo V de la clasificación de Baltimore, muestran comportamientos diferentes en 

cuanto a su efecto sobre ERK1/2 (Figura 8). La expresión de la glicoproteína del virus 

del Ébola (EboV, familia Filoviridae) inhibe la activación de ERK; sin embargo la 

infección de células dendríticas con partículas virales semejantes a virus (VLPs) 

conteniendo a las proteínas virales GP y VP40 inducen la activación ERK (123,149). 

Otras investigaciones indican que la generación de VLPs a partir de la expresión de 

VP40 en cultivos celulares se encuentra reducida cuando la vía de ERK es inhibida 

(123) 

Los virus influenza A y B  (IAV e IBV, familia Orthomyxoviridae) promueven la 

activación de ERK, particularmente IAV lo hace de forma bifásica (123,150–154), de 

manera similar a lo descripto durante la infección por picornavirus (129,130,134). La 

activación tardía de ERK1/2 sería consecuencia de la acumulación de la hemaglutinina 
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viral (HA) en la membrana plasmática (150,152,153,155). El tratamiento de células 

infectadas con IAV o IBV con el compuesto U0126, inhibidor de la vía, provocó la 

reducción de la producción viral, tanto en cultivos celulares como en ratones infectados. 

El análisis del modo de acción antiviral de este inhibidor permitió establecer que el 

mismo provoca el bloqueo de la exportación de las ribonucleoproteínas (RNPs) virales 

del núcleo al citoplasma celular durante las etapas tardías del ciclo de multiplicación 

viral (Figura 9) (150–155).  

 

 

Figura 9. Papel de la vía de señalización Raf/MEK/ERK en el ciclo de multiplicación de diferentes 

virus. 

RNAcd: RNA cadena doble; RNAcs: RNA cadena simple; RNPs: ribonucleoproteínas. 

 

Diferentes virus de la familia Paramyxoviridae, como el parainfluenzavirus humano 

tipo 3 (hPVI3), el virus del sarampión (MV) y el virus respiratorio sincicial (RSV) inducen 

la activación de la vía Raf/MEK/ERK (Figura 8) y su multiplicación se ve disminuida en 

presencia de inhibidores de esta vía (119,156–158). 

RSV induce una activación bifásica de ERK1/2 en células A549, siendo la 

activación temprana  consecuencia de la unión del virus al receptor celular, mientras 
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que la estimulación tardía requeriría de la síntesis de macromoléculas virales (156,157). 

La inhibición de la activación tardía de ERK1/2, en cultivos celulares tratados con los 

inhibidores de la vía CI-1040 y U0126, no afectaría la síntesis de proteínas o RNA viral 

pero sí interferiría con el transporte a membrana de la glicoproteína viral de fusión (F), 

impidiendo la formación de sincicios y la diseminación de la infección (Figura 9) (159). 

 

El conocimiento acerca de la participación de la vía Raf/MEK/ERK en la replicación 

y patogénesis de los arenavirus es muy limitado. Se ha comprobado que  LCMV induce 

la fosforilación de ERK entre los 60 y los 240 primeros minutos de la  infección en 

fibroblastos murinos (117), mientras que la infección con LASV de células epiteliales de 

pulmón humano no sólo no induce la activación de ERK sino que impediría que la 

misma sea fosforilada por activadores específicos de esta vía (Figura 8) (160).  

Resultados previos obtenidos en nuestro grupo de investigación mostraron que 

los mammarenavirus del NM JUNV, TCRV y PICV son capaces de activar la vía 

Raf/MEK/ERK en cultivos de células Vero (riñón de mono). Asimismo, se demostró que 

el compuesto U0126, es capaz de inhibir la multiplicación de estos virus en la línea 

celular mencionada. Por otra parte, la incubación de células Vero infectadas con JUNV 

en presencia de suero bovino provocó un incremento de la producción viral y del nivel 

de fosforilación de ERK respecto a la utilización de medio de cultivo sin suero, 

corroborando que la activación de esta ruta de señalización celular favorece la 

multiplicación de estos virus. 

 

1.4.2. Implicancia de la vía de señalización p38 en la replicación de 

virus patógenos para el hombre 

 

La vía p38 es activada por diversos virus con genoma DNAcd como HBV (familia 

Hepadnaviridae) o los herpesvirus HSV-1, el virus de Epstein-Barr (EBV) y el 

citomegalovirus humano (HCMV) (figura 10) (161–168).  En líneas celulares derivadas 

de hepatocitos humanos se comprobó que tanto la infección con HBV como la 

expresión de la glicoproteína mediana de envoltura viral (AgHBs M) inducen la 

fosforilación de p38 y dicha activación estaría a su vez relacionada con la producción 

de IL-6 (161,165). Otro grupo de investigación demostró que el antígeno del core viral 

(AgHBc) promueve la activación de diferentes cascadas de transducción de señales, 
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entre las cuales se encuentran Raf/MEK/ERK y p38, en células dendríticas humanas 

(164). En el caso de EBV, la activación de p38 estaría relacionada con la inducción de 

autofagia, proceso que promueve el ciclo lítico del virus y se ha demostrado que la 

inhibición de la vía reduce la producción de proteínas y partículas virales (162,166,169). 

Con respecto a la capacidad de los retrovirus de modular la vía p38, la expresión 

de las proteínas Tat o Nef de HIV-1 en cultivos de células gliales provocó la activación 

de diversas vías de señalización, entre ellas p38, implicadas en la producción de la 

quimiocina CCL5 (170,171). Sin embargo, contrariamente a estos resultados,  en 

macrófagos humanos se ha descripto que la infección por HIV-1, o la expresión de la 

proteína Tat, reducen los niveles de fosforilación de p38 inducidos por el 

lipopolisacárido bacteriano (LPS) (Figura 10) (172). 

En el caso de los rotavirus (RV), diferentes cepas son capaces de activar la vía 

p38 en distintas líneas de células epiteliales de intestino (Figura 10). La inhibición de la 

vía no altera la expresión de las proteínas estructurales del virus, pero sí afectaría la 

formación de partículas virales infecciosas. Asimismo, se comprobó que la activación 

de la vía estaría involucrada en la inducción de la citoquina IL-8 en células intestinales 

infectadas con RV (173). 

Se ha descripto que algunos virus con genoma RNA de polaridad positiva 

pertenecientes a las familias Flaviviridae, Picornaviridae y Coronaviridae inducen la 

activación de la vía (174,175,184–191,176–183). 

Se demostró que tanto la interacción entre la glicoproteína E2 de HCV con el 

receptor celular DC-SIGN como la internalización de partículas virales recombinantes 

no envueltas de HCV promueven la fosforilación de p38 (Figura 10) (174,186). La 

expresión de la proteína del core de este virus también induciría la activación de p38 y 

otras cascadas de señalización, las cuales promoverían la expresión de factores que 

regulan de forma negativa la respuesta inflamatoria en macrófagos, sugiriendo un 

posible papel de esta proteína viral en el establecimiento de las infecciones crónicas  

(187). Por otra parte, otro estudio ha propuesto que la activación de p38 por parte de la 

proteína de core favorecería la proliferación de hepatocitos modulando la transición 

entre las fases G2-M del ciclo celular  (188).  

La infección con los flavivirus DENV y Zika (ZIKV) también promueve la activación 

de la vía p38 (Figura 10). En el caso de DENV la cinética de activación depende del 

tipo celular y el tratamiento con inhibidores de la vía no afectó o redujo de forma parcial 

la multiplicación viral (176) y en líneas celulares derivadas de hepatocarcinoma 
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humano, se demostró que la activación de p38 inducida por DENV  llevaría a la 

apoptosis de los hepatocitos (183). Sin embargo, el principal papel que se le asigna a 

p38 durante la infección con DENV y ZIKV es la fuerte inducción de citoquinas, la cual 

es efectivamente bloqueada por inhibidores de p38 (176,189). En el caso de los 

picornavirus, EV-A71 no sólo induce la activación de p38 (Figura 10) sino también un 

aumento de la síntesis del mRNA de p38 y se demostró además que la inhibición de la 

vía reduce la propagación viral, el número de células apoptóticas y la producción de 

citoquinas inflamatorias inducidas por la infección (185,192). A su vez, se comprobó 

que el compuesto PD169316,  inhibidor de la vía, exhibe actividad antiviral in vivo en 

ratones lactantes infectados con EV-A71  (192). 

 

 

 

Figura 10. Modulación de la vía p38 por virus patógenos para el hombre. La líneas azules señalan 

a aquellos virus cuya infección o la expresión de alguna proteína viral provocan la activación de la vía. 

Las líneas rojas señalan a aquellos virus para los cuales existen reportes que indican que la infección o 
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la expresión de alguna proteína viral inhiben la activación de la vía. Los virus pertenecientes a los distintos 

grupos de la clasificación de Baltimore se representan con diferentes colores. VLPs: partículas 

semejantes a virus. SARS-CoV: SARS coronavirus; HCoV-229E: coronavirus humano 229E. NELPs: 

“non-enveloped-like particles”, partículas no envueltas semejantes a virus. Nef y Tat: proteínas de HIV. 

AgHBs y AgHBc: proteínas de HBV. C y E2: proteínas de HCV. VP24: proteína de EboV. PLpro, 3a, 7a, 

N y E: proteínas de SARS-CoV, BGLF2: proteína de EBV. 

 

 

Diferentes virus del grupo V de Baltimore, pertenecientes a las familias 

Orthomyxoviridae y Paramyxoviridae poseen la habilidad de activar la vía p38 (Figura 

10). IAV y RSV exhiben una activación bifásica de p38, con una primera activación a 

los 10 min pos-infección (p.i.) y una segunda fase de activación a las 8 h p.i. y en ambos 

casos la activación temprana se debería a la interacción con el receptor de 

reconocimiento de patógenos (PRR) de tipo Toll 4 (TLR4) (193). La inhibición de la vía 

mediante inhibidores químicos (193–197) o microRNAs (198) afectó la multiplicación de 

IAV, RSV y HPIV así como la producción de citoquinas inducida por la infección. En 

particular el bloqueo de la vía a tiempos tempranos p.i. interfirió con el tráfico intracelular 

de las nucleocápsides virales durante el ingreso de RSV y provocó un retraso en la 

llegada de las RNPs de IAV al núcleo (193). 

En el caso de EboV (Filoviridae),  la sobre-expresión de la proteína VP24 

bloquearía la activación de p38 inducida por el tratamiento de cultivos celulares con 

IFN-β, sin embargo, este efecto dependería del tipo celular (199). No se ha descripto 

qué ocurre con los niveles de fosforilación de p38 en el contexto de la infección con 

EboV, pero se ha comprobado que el tratamiento con los inhibidores de la vía 

SB203580 o SB202190  interfiere con la replicación viral en células presentadoras de 

antígeno y, a su vez,  ensayos realizados con VLPs mostraron que el compuesto 

SB202190 afecta el proceso de macropinocitosis celular y por lo tanto el ingreso a la 

célula de las VLPs por esta vía (200). 

Respecto de los arenavirus, el conocimiento de la participación de la vía p38 en 

la replicación de estos virus es prácticamente nulo. Existe un solo reporte que 

demuestra la activación de p38 en monocitos murinos infectados con PICV (201).  
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objetivos 
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2.1. Hipótesis 
 

JUNV modula la activación de las vías de señalización celular Raf/MEK/ERK y 

p38 en distintos tipos celulares y dicha regulación resulta esencial para una infección 

viral productiva. En particular, la vía Raf/MEK/ERK está involucrada en la entrada viral 

y en la síntesis de macromoléculas virales. Por ello, esta vía puede ser considerada un 

blanco celular de interés para el desarrollo de nuevas terapias antivirales para hacer 

frente a las infecciones con JUNV y otros mammarenavirus relacionados. 

 

2.2. Objetivos 
 

2.2.1. Objetivo general 
 

Identificar factores celulares implicados en la replicación de JUNV, los cuales son 

imprescindibles para la comprensión de aquellos aspectos de la interacción virus-célula 

que resultan en una infección productiva, siendo ésta un factor determinante de la 

patogénesis viral. Asimismo, a través del conocimiento generado en el estudio de la 

interacción entre el virus y los componentes celulares, posibilitar el hallazgo de nuevos 

blancos de acción para el desarrollo de compuestos con actividad antiviral para el 

tratamiento de las infecciones por arenavirus. 

 

2.2.2. Objetivos específicos 
 

1- Analizar el estado de activación de las vías de señalización celular 

dependientes de MAP quinasas, Raf/MEK/ERK y p38, en diferentes tipos celulares 

infectados con JUNV y evaluar el efecto de moduladores de ambas vías sobre la 

multiplicación viral. 

2- Establecer cuál es el papel de la cascada Raf/MEK/ERK en el ciclo de 

multiplicación de JUNV.



M a t e r i a l e s  y  m é t o d o s  | 35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Materiales y 

métodos 
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3.1. Células 
 

La línea celular Vero (ATCC: CCL-81, riñón de mono verde africano Cercopithecus 

aethiops) fue crecida en medio de Eagle modificado (MEM, Invitrogen) suplementado 

con 5% de suero de ternero recién nacido (NBCS, GIBCO) inactivado y gentamicina 

(50 μg/mL). Para el mantenimiento de las células la concentración de suero se redujo 

a 1,5% (medio de mantenimiento: MM). 

Las células A549 (ATCC: CCL-185, carcinoma de pulmón humano) y HEK-293 

(ATCC: CRL-1573, riñón de embrión humano) se crecieron en MEM suplementado con 

10% de NBCS y gentamicina (50 μg/mL). Para el MM la concentración de NBCS se 

redujo a 5%. 

Las líneas celulares BHK-21 (ATCC: CCL-10, riñón de hámster bebé) y BSR (un 

clon de células BHK-21) fueron crecidas con medio esencial mínimo de Glasgow 

(GMEM, Invitrogen) suplementado con L-glutamina (2 mM), 10% de suero fetal bovino 

(SFB, Invitrogen), y penicilina (100 U/mL)-estreptomicina (100 μg/mL) (Invitrogen). Para 

el MM la concentración de suero se redujo a 1%.  

La línea celular HeLa (ATCC: CCL-2, adenocarcinoma de cuello de útero humano) 

fue crecida en MEM suplementado con 5% de NBCS (GIBCO) inactivado y gentamicina 

(50 μg/mL). Para el MM la concentración de NBCS se redujo a 0,5%. 

La línea celular crecida en suspensión U937 (ATCC: CRL-1593.2), 

mielomonocitos provenientes de un linfoma histiocítico humano, se propagó en medio 

RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB (Natocor) inactivado y 50 µg/mL de 

gentamicina. Para el MM la concentración de SFB se redujo a 5%. 

Cuando los cultivos se incubaron en estufa con 4% de CO2, los medios se 

suplementaron con 0,2 % de bicarbonato de sodio y se llevaron a pH 7,2 con ácido 

clorhídrico. 

 

Una vez crecidos los cultivos celulares, los experimentos de este trabajo de tesis 

se llevaron a cabo en el medio de cultivo correspondiente para cada línea celular y en 

ausencia de suero para evitar la influencia de los componentes del mismo en la 

activación de las vías de señalización estudiadas, con excepción de aquellos 

experimentos en los cuales se explicita el agregado de suero o de medio conteniendo 

suero. 
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3.2. Virus 
 

Se usó la cepa atenuada de JUNV (XJCl3) (202,203), la cual fue manipulada en 

el nivel 2 de bioseguridad y su stock se obtuvo en células BHK-21.  

 

3.3. Compuestos 
 

U0126 (Cell Signaling), ribavirina (Sigma-Aldrich), SB203580 (Cell Signaling), 

SB202190 (Cell Signaling), clorpromazina (CZ) (Sigma-Aldrich) y forbol 12-miristato 13-

acetato (PMA) (Sigma-Aldrich) fueron preparados en dimetilsulfóxido (DMSO) y luego 

diluidos en medio de cultivo libre de suero antes de su uso. La anisomicina (AN) (Sigma-

Aldrich) fue preparada en agua y luego diluida en MEM libre de suero antes de su uso. 

El cloruro de amonio (NH4Cl) se preparó en buffer fosfato salino (PBS) y se diluyó en 

MEM sin suero para su uso. En los cultivos no tratados (controles) se usó en cada caso 

medio de cultivo conteniendo el mismo porcentaje de DMSO que contenían los cultivos 

tratados con los moduladores de las vías.  

 

3.4. Anticuerpos 
 

Se usaron los siguientes anticuerpos primarios: 

 

• Anticuerpo (Ab) monoclonal (mAb) de ratón SA02-BG12 (dilución 1/250 en PBS) 

para la detección de la proteína de nucleocápside N de JUNV (204) en los ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta (IFI). 

• mAb de ratón QC03-BF11 (dilución 1/100 en PBS) para la detección de GPC/G1 

de JUNV (Sánchez et. al, 1989) en los ensayos de IFI. 

• mAb de conejo anti fosfo-ERK1/2 (p-ERK) (Cell Signaling) (dilución 1/300 en 

PBS) en los ensayos de IFI. 

• mAb de ratón NA05-AG12 (dilución 1/600 en PBS) para la detección de la 

proteína de nucleocápside N de JUNV o de TCRV (204) en los ensayos de Western 

Blot (WB). 

• mAb de ratón anti GAPDH (Abcam) (dilución 1/20000 en buffer Tris salino (TBS), 

tween 0,1%, leche descremada 4%) para WB. 
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• mAb de conejo anti fosfo-ERK1/2 (p-ERK) (Cell Signaling) (dilución 1/1000 en 

TBS, tween 0,1%, seroalbúmina bovina (BSA) 3%) para WB.  

• Ab policlonal de conejo anti ERK1/2 (Santa Cruz Biotechnology) (dilución 1/2000 

en TBS, tween 0,1%, leche descremada 4%) para WB. 

• Ab policlonal de conejo anti fosfo-p38 (p-p38) (Cell Signaling) (dilución 1/1000 en 

TBS, tween 0,1%, BSA 3%) para WB. 

• mAb de conejo anti fosfo-eIF2α (p-eIF2α) (Cell Signaling) (dilución 1/1000 en 

TBS, tween 0,1%, BSA 3%) para WB. 

• Ab policlonal de conejo anti fosfo-MAPKAPK-2 (p-MAPAPK-2) (Santa Cruz 

Biotechnology) (dilución 1/500 en TBS, tween 0,1%, BSA 3%) para WB. 

 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios: 

 

• IgG de cabra anti-ratón conjugada a isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma-

Aldrich) (dilución 1/100 en PBS) para IFI. 

• IgG de cabra anti-conejo conjugada a TRITC (Sigma-Aldrich) (dilución 1/300 en 

PBS) para IFI. 

•  IgG de cabra anti-ratón conjugada a peroxidasa (HRP) (Sigma-Aldrich) (dilución 

1/2000 en TBS, tween 0,1%, leche descremada 4%) para WB. 

• IgG de cabra anti-conejo conjugada a peroxidasa (HRP) (Amersham) (dilución 

1/2000 en TBS, tween 0,1%, leche descremada 4%) para WB. 

 

3.5. Pequeños RNAs de interferencia y plásmidos 
 

En los ensayos de silenciamiento de ERK1/2 se usó un pool de 6 pequeños RNAs 

de interferencia (siRNAs) (205): 5'-GACCGGAUGUUAACCUUUA-3', 5'-

GAAACUACCUACAGUCUCU-3' y 5'-GCUACACGCAGUUGCAUA-3' para inhibir la 

expresión de ERK1; 5'-CCAAAGCUCUGGACUUAUU-3', 5'-

CAAGAGGAUUGAAGUAGAA-3' y 5'-GUACAGGGCUCCAGAAAUU-3' para silenciar 

la expresión de ERK2. El RNA usado como control (cRNA) posee la siguiente 

secuencia: 5'-GACCACAATTCTCGATATACAUU-3'.  

Los plásmidos pTCRV N y pTCRV L, que expresan las proteínas N y L de TCRV, 

respectivamente, fueron construidos previamente (43,206). El plásmido pMG-LUC 
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expresa, bajo el control del promotor T7, un minigenoma (designado “MG-FLUC”), 

análogo al segmento genómico S de TCRV, que contiene el gen de la luciferasa de 

luciérnaga (FLUC) con orientación antisentido reemplazando la secuencia génica de N, 

flanqueado por las secuencias no codificantes 5' y 3' (5’UTR y 3’UTR) del segmento S. 

El plásmido pAG-FLUC expresa, bajo el control del promotor T7, un RNA análogo al 

segmento antigenómico de S de TCRV (designado “AG-FLUC”) que contiene al gen 

FLUC reemplazando la secuencia codificante de N. 

Para obtener el plásmido pAG-FLUC, se obtuvo primero un fragmento de DNA 

correspondiente a las posiciones 67 a 3066 del RNA de S a partir del plásmido p2b2 

(207), previamente digerido con las enzimas Nco I y BstE II. El fragmento se intercambió 

por el fragmento NcoI-BstEII del plásmido p15-2 (27), que contiene las secuencias 

terminales no codificantes del segmento S de TCRV. El plásmido resultante, pSag wt, 

contiene la secuencia completa antigenómica del segmento S, clonada entre el 

promotor para la RNA polimerasa de T7 y la secuencia de la ribozima del virus de la 

hepatitis δ. Finalmente, la secuencia de N fue reemplazada por la secuencia de FLUC 

en pSag wt; para ello, un fragmento de DNA conteniendo la secuencia de FLUC fue 

escindido del plásmido p5'wt/3'wt_2 (51), usando las enzimas Sac I y Sfi I, y luego 

insertado entre los sitios de Sac I y Sfi I de pSag wt. 

El plásmido pCMV-T7pol expresa la RNA polimerasa del bacteriófago T7 bajo el 

control del promotor de citomegalovirus (CMV) (208) y fue provisto generosamente por 

el Dr. Martín A. Billeter (Universidad de Zurich, Irchel, Suiza). 

El plásmido p5'wt/3'wt_2 expresa un transcripto que mimetiza al mRNA de N de 

TCRV; el plásmido pβGlo/poly(A) expresa un mRNA celular (llamado β-Glo/poly(A)) que 

contiene la región 5’UTR del mRNA de la β-globina humana y una secuencia poli(A) 

flanqueando la secuencia de FLUC. El plásmido pRLUC, usado para generar un mRNA 

sintético que exprese la enzima luciferasa de Renilla reniformis (RLUC), fue construido 

previamente (51). 

 

3.6. Ensayos de viabilidad celular 
 

El efecto citotóxico de los diferentes tratamientos realizados a lo largo de este 

trabajo se evaluó mediante los siguientes métodos: 
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3.6.1. Método de exclusión del azul tripán 
 

Este método, basado en la capacidad de las células vivas de excluir el colorante 

azul tripán del interior celular, se utilizó para evaluar el efecto citotóxico de la 

transfección de los siRNAs en células Vero y A549 y la viabilidad de las células U937 

crecidas en suspensión frente al tratamiento con el compuesto U0126. 

Las monocapas de células Vero o A549, crecidas en microplacas de 24 cavidades, 

transfectadas con los siRNAs o con el cRNA durante 24 h se disgregaron con una 

solución de tripsina/EDTA (tripsina 0,15%, NaCl 1,6%, KCl 0,08%, glucosa 0,2%; 

NaHCO3 0,2%, EDTA 0,04%) y se resuspendieron en MM. Una alícuota de 0,1 mL de 

estas células o de células U937 crecidas en suspensión en microplacas de 24 

cavidades, tratadas o no con diferentes concentraciones de U0126 durante 24 h, se 

mezcló con 0,1 mL de una solución de azul tripán 0,4% en PBS. Luego de 10 min de 

incubación a temperatura ambiente se procedió al recuento de células viables en 

cámara de Neubauer. Este proceso se realizó por triplicado y el porcentaje de viabilidad 

se calculó como: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑠𝑖𝑛 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑟
∗ 100 

 

3.6.2. Método de MTT 
 

En el caso de las células Vero, A549, HEK293, HeLa o BSR crecidas en 

monocapa en microplacas de 96 o 24 cavidades, tratadas con los diferentes 

compuestos a ensayar, la viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo de MTT. Este 

método también se utilizó para evaluar la viabilidad de los cultivos en el ensayo de 

replicones y se basa en la capacidad de las células vivas de reducir la sal de tetrazolio 

MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich) dando 

como resultado un producto coloreado (violeta) e insoluble en agua. Luego de los 

diferentes tratamientos, se agregó el MTT (concentración final: 1 µg/mL) y las células 

se incubaron durante 1 h a 37 °C. Al cabo de este tiempo se descartó el medio de cultivo 

y el producto coloreado precipitado se resuspendió en etanol 96%. La absorbancia se 

leyó a 570 nm en un lector de placas. Este proceso se realizó por triplicado y el 

porcentaje de viabilidad se calculó como:  



M a t e r i a l e s  y  m é t o d o s  | 41 

 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 sin 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑟
∗ 100 

 

3.7. Titulación viral (método de UFP) 
 

Para realizar la cuantificación de la infectividad viral, se empleó el método de 

titulación por unidades formadoras de placa (UFP). Monocapas de células Vero 

crecidas en microplacas de 24 cavidades se infectaron por triplicado con 0,1 mL de 

diluciones en MM seriadas al décimo de la muestra a titular. 

Luego de la infección, las células se incubaron durante 1 h a 37 ºC con una 

atmósfera conteniendo 4% de CO2. Transcurrido el periodo de adsorción viral se retiró 

el inóculo y cada cavidad se cubrió con 1 mL de medio de plaqueo (MP: MEM 

suplementado con NBCS 0,5%, metilcelulosa 0,7% y gentamicina (50 μg/mL)). Las 

células fueron luego incubadas a 37 °C (en 4% de CO2) durante 7 días al cabo de los 

cuales las placas de lisis se revelaron fijando las células con formol 10% durante 15 

min y luego de dos lavados con agua corriente las células se tiñeron 10 min con solución 

de cristal violeta (1% en 10% de etanol) a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo 

de tinción los cultivos se lavaron con agua corriente para retirar el exceso de colorante, 

se dejaron secar al aire y se realizó el recuento de placas en aquellas diluciones que 

contenían entre 20 y 100 placas. El cálculo del título de virus se realizó utilizando la 

siguiente fórmula: 

 

𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙 =
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑁° 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑥 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜
 

 

3.8. Transfección de siRNAs 
 

Las células A549 y Vero se crecieron sobre cubreobjetos contenidos en una 

microplaca de 24 cavidades. Para cada cultivo a transfectar se prepararon dos mezclas: 

una conteniendo 600 nM de RNA en 50 µL de Opti-MEM (GIBCO) y la otra conteniendo 

1 µL de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en 50 µL de Opti-MEM. Cada mezcla se dejó 

5 minutos a temperatura ambiente y luego ambas se combinaron y se incubaron con 

las células durante 4 h a 37 °C. A continuación, las células de cada cavidad se 

dispersaron con una solución de tripsina/EDTA (ver ítem 3.6.1) y se sembraron en dos 
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cavidades distintas con MEM conteniendo 5% NBCS. A las 24 h se procedió a una 

nueva ronda de silenciamiento y 24 h más tarde las células se infectaron con JUNV 

(m.i.=1). A las 24 h p.i. se cuantificó el rendimiento viral a partir de los sobrenadantes 

de los cultivos y se analizó la expresión de la proteína viral N en las células del cultivo 

utilizando un ensayo de IFI. 

 

3.9. Ensayo de Western Blot (WB) 
 

Células crecidas en microplacas de 24 cavidades fueron lavadas con PBS y luego 

resuspendidas en 50 µL de buffer de siembra para electroforesis (Tris-HCl 0,125 M, pH 

6,8, SDS 4%, β-mercaptoetanol 10%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,02%). Como 

marcador de peso molecular se utilizó una mezcla de marcadores preteñidos (Precision 

Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad). Las muestras se hirvieron durante dos 

minutos y se sembraron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida 10% PAGE-SDS 

(Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8, con SDS 12%, utilizando como agentes catalizadores TEMED 

y persulfato de amonio). La electroforesis se realizó a 150 V durante 1 h en buffer de 

corrida (Tris-HCl 0,025 mM, pH 8,3, glicina 0,192 M, SDS 0,1%). Luego se llevó a cabo 

la transferencia de proteínas utilizando un sistema de electro-transferencia semi-seco 

(LBK Electrophoretic transfer 2117 2500 BROMMA) a una membrana de PVDF 

previamente activada con metanol y equilibrada con buffer de transferencia 

(composición similar a la del buffer de corrida, pero sin SDS y con metanol 20%). Esto 

se realizó durante 1,5 horas a 0,9 mA por cm de membrana. 

Terminada la transferencia las membranas se lavaron una vez con TBS (Tris-HCl 

0,02M, NaCl 0,15M), dos veces con TBS conteniendo 0,1% de Tween- 20 (TBS-Tween) 

y se bloquearon en TBS-Tween conteniendo leche descremada 5% (solución de 

bloqueo) durante 1h a 37°C. 

Para la detección de las proteínas celulares fosforiladas, las membranas se 

incubaron toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario. Posteriormente, se realizaron 

tres lavados con TBS-Tween y las membranas se incubaron durante 1,5 h en agitación 

a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario. Finalmente, las membranas se 

lavaron tres veces con TBS-Tween y se incubaron 1 min con el reactivo de 

quimioluminiscencia comercial Western Lightning ECL (PERKinElmer) y se procedió al 

revelado por impresión en película radiográfica. Para el revelado del resto de las 
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proteínas virales o celulares se utilizó un reactivo de quimioluminiscencia preparado en 

nuestro laboratorio (ver más adelante).  

Con el fin de reutilizar las membranas para la detección de otras proteínas virales 

o celulares no fosforiladas, luego del revelado las membranas se lavaron cuatro veces 

por 5 min en TBS-Tween, se incubaron a 37 °C durante 1 h en solución de bloqueo y 

luego se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente. A continuación, se 

realizaron tres lavados con TBS-Tween y las membranas se incubaron durante 1,5 h 

en agitación a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario. Como control de 

carga se analizó la expresión de ERK o de gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH) y se procedió tal como fue descripto anteriormente. 

 La cuantificación de los resultados obtenidos en los ensayos de WB se realizó 

utilizando el programa Image J. Los resultados se expresaron como la intensidad 

relativa de las bandas correspondientes a N, p-ERK, p-p38, p-MAPKAPK2 o p-eIF2α 

con respecto a ERK o GAPDH. 

Preparación de reactivo de quimioluminiscencia: Se prepararon las soluciones 

stock de luminol (250 mM) y de ácido cumárico (90 mM) en DMSO las cuales se 

guardaron a -20 °C. Luego se prepararon las soluciones 1 y 2 y se guardaron en 

heladera por un máximo de 1 semana. La solución 1 se preparó con 4,6 mL de H2O; 

0,333 mL de Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8; 0,022 mL de ácido cumárico 90 mM y 0,050 mL de 

luminol 250 mM. La solución 2 se preparó con 4,66 mL H2O; 0,333 mL de Tris 1,5 M pH 

8,8 y 0,01 mL de H2O2 30%. Las soluciones 1 y 2 se mezclaron en relación 1:1 al 

momento de realizar el revelado.  

 

3.10. Efecto de los compuestos moduladores de las MAP-

quinasas sobre el rendimiento viral 

 

Las células Vero, A549, HeLa, HEK-293 o BSR, crecidas en monocapa en 

microplacas de 24 cavidades, se infectaron con JUNV (m.i.=1). Luego de 1 h a 37 °C 

se descartó el inóculo y los cultivos se cubrieron con 0,5 mL de medio sin suero con 

distintas concentraciones de los compuestos U0126, SB203580, SB202190, PMA o AN. 

Luego de 24 h de incubación se cosecharon los sobrenadantes a fin de cuantificar el 

rendimiento viral y las células se lisaron en buffer se siembra para electroforesis para 

realizar el análisis de la expresión de proteínas por WB. 
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 En el caso de las células U937 crecidas en suspensión, las mismas se 

transfirieron a tubos eppendorf y se infectaron con una m.i. de 10 UFP/célula en un 

volumen total de 0,2 mL en RPMI sin suero. Luego de un periodo de adsorción de 2 h 

a 37 °C con agitación periódica, cada suspensión celular se transfirió a la cavidad de 

una microplaca de 24 cavidades donde se agregaron 0,3 mL de las distintas 

concentraciones de U0126 diluido en RPMI libre de suero. Todas las células se 

incubaron durante 24 h a 37 °C, momento en el cual las suspensiones celulares se 

centrifugaron a baja velocidad y se cuantificó la infectividad viral por el método de UFP 

a partir del sobrenadante. Por otra parte, las células presentes en el sedimento se 

resuspendieron en buffer se siembra para electroforesis a fin de realizar el análisis de 

la expresión de proteínas por WB. 

 

3.11. Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) 
 

Para la detección de las proteínas p-ERK y N se realizó un ensayo de IFI total en 

el cual las monocapas de células Vero o A549, crecidas sobre cubreobjetos, se lavaron 

3 veces durante 5 min con PBS en agitación y se fijaron con metanol. 

 En el ensayo de IFI total para la detección de GPC/G1, las células Vero crecidas 

sobre cubreobjetos se lavaron 3 veces durante 5 min con PBS en agitación y se fijaron 

con paraformaldehído (4% en PBS) durante 10 min a temperatura ambiente. Luego las 

células se permeabilizaron incubándolas en PBS conteniendo Tritón X-100 (0,2%) 

durante 10 min a temperatura ambiente en agitación. Posteriormente, las células se 

lavaron con NH4Cl (50 mM) durante 15 min a temperatura ambiente en agitación. En el 

ensayo de IFI de membrana para la detección de G1 se omitió el paso de 

permeabilización. 

En todos los casos las células fijadas se incubaron con el anticuerpo primario 

durante 1h a 37 °C, se lavaron 3 veces con PBS durante 5 min con agitación y se 

incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1h a 37 °C. 

Seguidamente, las células se lavaron con PBS y los núcleos celulares se tiñeron con el 

reactivo de Hoechst 33258 (1 μg/mL). Los cubreobjetos fueron montados en solución 

de glicerina 90% en PBS (pH 7,2) conteniendo 2,5% 1,4-diazabiciclo(2,2,2)octano 

(DABCO, Sigma Aldrich) y visualizados en microscopio de fluorescencia. El porcentaje 

de células infectadas se obtuvo contando al menos 300 células en cada muestra (de 20 

campos elegidos al azar; aumento 400X).  
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3.12. Ensayo de adsorción viral 
 

Células Vero se incubaron con MEM conteniendo o no U0126 (15 μM) durante 30 

min y luego se infectaron con JUNV (m.i.=1) en presencia o ausencia del inhibidor a 4 

°C durante 1 h. Luego de 3 lavados con PBS las células se lisaron mediante 2 ciclos de 

congelamiento/descongelamiento y los restos celulares fueron separados por 

centrifugación a baja velocidad durante 5 min. El título viral en los sobrenadantes se 

cuantificó por el método de UFP. 

A partir de otra serie de cultivos infectados y tratados de forma similar a la 

descripta en el párrafo anterior las células se resuspendieron en buffer de siembra para 

electroforesis y se analizó la expresión de las proteínas p-ERK y ERK mediante WB. 

 

3.13. Ensayo de internalización viral 
 

Células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se infectaron con 

aproximadamente 100 UFP de JUNV por cavidad durante 1 h a 4 °C. Luego, se retiraron 

los inóculos, y se añadió MEM con U0126 (15 μM) o CZ (40 μM). Los cultivos se 

incubaron a 37 °C y, a diferentes tiempos, las células se lavaron con buffer citrato (pH 

3,0) durante 1 min para inactivar a las partículas virales no internalizadas. Finalmente, 

los cultivos se cubrieron con MP y los viriones internalizados fueron cuantificados por 

el método de UFP. 

 

3.14. Ensayo de desnudamiento viral 
 

Células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se infectaron con 

aproximadamente 100 UFP de JUNV por cavidad, a 4 °C durante 1 h y luego se 

transfirieron a 37°C. A diferentes tiempos se agregó U0126 (15 μM) o NH4Cl (50 mM) 

o medio sin inhibidor (control). Luego de 3 h de tratamiento, las células se lavaron con 

buffer citrato (pH 3,00) durante 1 min, para eliminar las partículas no internalizadas, y 

se cubrieron con MP determinándose el número de placas obtenidas en cada 

tratamiento y en los cultivos controles. 
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3.15. Tinción con naranja de acridina 
 

Células Vero se incubaron con MEM conteniendo o no U0126 (15 μM) o NH4Cl 

(50 mM) durante 2 h a 37°C. Luego se tiñeron con naranja de acridina (1 µg/mL) durante 

15 min a 37 °C. Finalmente los preparados se lavaron 3 veces con PBS, se montaron 

en PBS y se observaron al microscopio de fluorescencia.  

 

3.16. Ensayo de formación de sincicios 
 

Células Vero crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades se 

infectaron con JUNV (m.i. 1) y a distintos tiempos se trataron con U0126 (15 μM) o en 

ausencia del inhibidor. A las 14 h p.i, las células se incubaron durante 30 min a pH ácido 

(MEM pH 5,0) y luego a 37 °C en MEM (pH 7,0) durante toda la noche. Luego las células 

se fijaron con metanol a temperatura ambiente durante 15 min y se tiñeron con Giemsa 

0,1% en PBS durante 15 min. Las células fueron visualizadas en un microscopio óptico 

y el número y tamaño de los sincicios se calculó contando al menos 300 núcleos a partir 

de cada muestra (de 20 campos elegidos al azar; aumento 400X).  

 

3.17. RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR) 
 

3.17.1. Extracción de RNA 
 

El RNA total se extrajo usando el reactivo TRI (Genbiotech) a partir de células 

Vero crecidas en microplaca de 6 cavidades. Para ello, las células se levantaron con 

500 μL de TRI por cavidad y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. 

Luego, se agregaron 400 μL de cloroformo, se agitó durante 15 s y se incubó a 

temperatura ambiente por 3 min. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 20.000 g 

durante 20 min a 4 °C, y se separó la fase acuosa, la cual se mezcló 5 veces por 

inversión con 1 volumen de isopropanol y se incubó a -70 °C durante 30 min. A 

continuación, la muestra se centrifugó nuevamente a 20.000 g durante 20 min a 4 °C y 

el sedimento obtenido se lavó con etanol 70% y se dejó secar a temperatura ambiente. 

El precipitado se resuspendió en 90 μL de agua (libre de RNasas) y se agregaron 10 

μL de acetato de sodio 3,0 M y 250 μL de etanol 100%, incubando la muestra 

nuevamente a -70 °C durante 30 min. Luego se centrifugó a 20.000 g durante 20 min a 
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4 °C y el sedimento obtenido se lavó con etanol 70%. Después de dejar secar a 

temperatura ambiente, el precipitado se resuspendió en 20 μL de agua (libre de 

RNasas) y se cuantificó el RNA con el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo 

Fisher Scientific), verificando que las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230 

tuviesen un valor aproximado de 2. 

 

3.17.2. Síntesis de DNA copia (cDNA) 
 

La síntesis de cDNA se realizó a partir de 2 μg de RNA en un volumen final de 

reacción de 20 μL. Para ello, se preparó una mezcla de reacción A de la siguiente forma: 

 

• 1 μL de los dNTPs (10 mM), 

• 4 μL de buffer de reacción 5X para la enzima transcriptasa reversa M-MLV 

(Promega), 

• 1 μL de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (250 U/μL) (Promega), 

• 1 μL del inhibidor recombinante para ribonucleasas RNasin (40 U/μL) (Promega), 

y 

• 3 μL de agua (libre de RNasas). 

 

Luego se preparó una mezcla de reacción B: 

 

• 2 μg de RNA, 

• 1,6 μL de primer forward arena 10 μM (5’-CGCACAGTGGATCCTAGGC-3’), 

complementario a las posiciones 3393 a 3501 del segmento genómico S de JUNV,  

• 1,6 μL de primer forward acti1 10 μM (5’-GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3’), 

complementario al mRNA de la β-actina y 

• agua (libre de RNasa) hasta completar volumen de 10 μL. 

 

La mezcla B se incubó 5 min a 65 °C y luego se añadió la mezcla A. La solución 

resultante fue incubada a 42 °C durante 2 h. 
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3.17.3. PCR cuantitativa (Q-PCR) 
 

Se llevó a cabo por triplicado utilizando 2 μL del cDNA obtenido en el paso anterior, 

en un volumen final de reacción de 25 μL, añadiendo:  

- 0,2 μL de primer arena (100 μM), 0,2 μL de primer 186 (100 μM) (5’-

GGCATCCTTCAGAACATC-3’), 10,1 μL de agua libre de RNasas y 12,5 μL de mezcla 

para PCR (Fast Start Universal SYBR Green Master, Roche) para la amplificación de 

un fragmento de 186 pb correspondiente a la secuencia antisentido de N; o 

- 0,4 μL de primer acti1 (50 μM), 0,4μL de primer acti2 (50 μM) (5’-

GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC-3’), 9,7 μL de agua libre de RNasas y 12,5 μL de 

mezcla para PCR (Fast Start Universal SYBR Green Master, Roche) para la 

amplificación de un fragmento de 309 pb correspondientes a la secuencia sentido de la 

β-actina. 

La amplificación y detección se llevó a cabo en un termociclador IQ (Bio-Rad) 

empleando las siguientes condiciones: 5 min 95 °C; 45 ciclos: 30 s a 95 °C, 45 s a 57 

°C, 30 s a 72 °C, 10 s a 70 °C (toma de dato); 5 min 72 °C. También se realizó una 

curva de melting para corroborar la pureza de las muestras. Para cada muestra se 

calculó el QR con los datos de Ct de la PCR: 

 

𝑄𝑅 = 2(𝐶𝑡
𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙−𝐶𝑡

𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟)
𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

−(𝐶𝑡
𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙−𝐶𝑡

𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟)
𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 

 

3.18. Ensayo de replicones 
 

Se utilizó un sistema de genética reversa basado en TCRV (27,43,206). Para ello, 

células BSR crecidas en microplaca de 24 cavidades se transfectaron, utilizando 

Lipofectamina 2000 (Invitrogen), con 0,5 µg del plásmido pCMV-T7pol, 1,5 µg de 

pTCRV N, 0,5 µg de pTCRV L y 1,3 µg del plásmido pMG-FLUC o 1,2 µg de pAG-FLUC. 

En los cultivos controles, se reemplazaron los plásmidos que expresan N y L por la 

misma masa de un plásmido vacío. En todas las condiciones, se añadieron 40 ng por 

cavidad del vector pRLUC que expresa el gen luciferasa de Renilla sp. (RLUC) que 

permite estimar la eficiencia de transfección. Luego de las 4 h de transfección, los 

sobrenadantes se descartaron, las células se lavaron dos veces con PBS y se 

incubaron en presencia o ausencia de U0126 (15 µM) durante 24 h a 37 °C. Finalmente, 

las actividades de FLUC y RLUC se cuantificaron utilizando un sistema de 
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multidetección GloMax (Promega). Para cada muestra, la actividad se normalizó 

respecto a la actividad de RLUC, y la señal de “ruido” en los cultivos celulares no 

transfectados se restó a los valores obtenidos en los cultivos transfectados con el set 

completo de plásmidos. 

 

3.19. Ensayo de traducción in vivo 
 

Se utilizaron dos mRNAs con cap en su extremo 5’ previamente construidos (51): 

El mRNA tipo viral, que mimetiza al mRNA correspondiente a la proteína N de TCRV, 

comprende la región 5'UTR del mismo fusionada a la secuencia codificante de FLUC 

seguida de la región 3’UTR del mRNA viral. El mRNA tipo celular (β-Glo/poly(A)) 

contiene la región 5'UTR del mRNA de la β-globina humana, la secuencia codificante 

de FLUC y un segmento 3' de 53 nucleótidos de adenina (poli(A)). Células BSR crecidas 

en microplaca de 24 cavidades se transfectaron con los mRNA sintéticos anteriormente 

indicados (100 ng/cavidad) junto con el mRNA de RLUC (50 ng/cavidad) usando 

Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en GMEM libre de suero (51). Después de 3 h, se retiró 

la mezcla de transfección y los cultivos se incubaron en presencia o ausencia de U0126 

(15 µM) durante 4 h a 37 °C. Finalmente se realizó la cuantificación de las actividades 

de FLUC y RLUC tal como se describió en el ensayo con replicones. 

 

3.20. Análisis estadístico 
 

Los resultados fueron analizados mediante modelos lineales generalizados 

(GLMs) y GLM mixtos (GLMMs) usando el software R Studio 1.0.153 (209). Los títulos 

virales, así como el número y tamaño de los sincicios, se analizaron mediante el 

paquete glmmTMB (210,211), usando una distribución de Poisson truncada en cero o 

no, según corresponda, con una función de enlace de tipo logarítmica. El resto de los 

datos se analizaron mediante el paquete stats incluido en R, realizando análisis por 

ANOVA o test de Student. La elección del modelo se realizó de acuerdo con el Criterio 

de Información de Akaike (AIC); y en el caso de variables aleatorias en los modelos, 

éstas se seleccionaron mediante test de devianza.  Las comparaciones de Dunnett y 

Tukey se realizaron usando el paquete lsmeans de R (212). Los valores de p menores 

a 0,05 fueron considerados significativos. 
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4.1. Capítulo 1: Estudio de la importancia de las vías 

Raf/MEK/ERK y p38 en la multiplicación de JUNV 

 

4.1.1. Participación de la vía Raf/MEK/ERK en la multiplicación de 

JUNV 

 

4.1.1.1. Análisis de los niveles de fosforilación de ERK en cultivos de células 

humanas infectados con JUNV  

 

Como se mencionó en la introducción, resultados previos obtenidos en nuestro 

laboratorio mostraron que la infección con JUNV provoca la activación de la vía 

Raf/MEK/ERK en células Vero. Con el propósito de investigar si JUNV inducía la 

fosforilación de ERK en líneas celulares humanas, cultivos de células A549 y U937 sin 

infectar o infectados con JUNV (m.i.=1) se incubaron a 37 °C durante 24 h, al cabo de 

las cuales se examinó el nivel de fosforilación de ERK por la técnica de WB. En paralelo 

se analizó también la fosforilación de ERK en células Vero.  Como se muestra en la 

figura 11, se observó un incremento en el nivel de fosforilación de ERK en los cultivos 

infectados respecto a los cultivos sin infectar en las tres líneas celulares ensayadas. 

 

 

Figura 11. Activación de ERK en cultivos celulares infectados con JUNV. 

(A) Células Vero, A549 o U937 se infectaron o no con JUNV (m.i.=1) y a las 24 h p.i. se determinaron los 

niveles de p-ERK y ERK por medio de WB. (B) Los gráficos muestran la relación p-ERK/ERK de los 
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resultados obtenidos en (A) en base a la cuantificación de la intensidad de las bandas correspondientes 

utilizando el programa Image J. Los resultados representan el promedio de tres determinaciones ± desvío 

estándar (DE). Los datos se analizaron mediante test t de Student (***p<0,001).  

 

 

Para corroborar la activación de ERK durante la infección viral, se realizó un 

ensayo de IFI para la detección de la proteína ERK fosforilada (p-ERK) en cultivos de 

células Vero infectados o no con JUNV. Esto permitió además estudiar la distribución 

intracelular de p-ERK durante la infección. Asimismo, parte de los cultivos infectados 

se trataron con el compuesto U0126 (15 μM), inhibidor de la vía Raf/MEK/ERK, durante 

24 h. Como se observa en la figura 12A, JUNV indujo la activación de ERK y la 

localización de p-ERK fue tanto citoplasmática como nuclear. Por otro lado, en los 

cultivos infectados y tratados con el compuesto U0126 no se detectó activación de ERK. 

Como se puede observar en la figura 12B la concentración de U0126 utilizada no afectó 

la viabilidad celular.  

 

 

 

Figura 12. Activación de ERK en cultivos de células Vero infectados con JUNV. 

(A) Células Vero se infectaron o no con JUNV (m.i.=1). A las 2 h p.i. los cultivos se incubaron en MEM 

conteniendo o no U0126 (15 µM) y a las 24 h p.i. las células se fijaron y la activación de ERK se analizó 

mediante la detección de p-ERK a través de IFI. Los núcleos celulares se tiñeron con Hoechst 33258. 

Aumento: 400X. (B) Células Vero se trataron con diferentes concentraciones de U0126 y al cabo de 24 

h de incubación a 37 °C se determinó la viabilidad celular por el método de MTT. Los resultados 

representan el promedio de tres determinaciones ± DE. Los datos se analizaron mediante ANOVA y 

posterior test de Dunnett (p>0,05). 
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4.1.1.2. Cinética de activación de ERK frente a la infección con JUNV  

 

Luego se decidió analizar la cinética de activación de ERK durante las primeras 

horas de la infección con JUNV. Para ello, cultivos de células Vero y A549 se infectaron 

con JUNV (m.i.=1) y a distintos tiempos p.i. se analizó la activación de ERK por medio 

de ensayos de WB (Figuras 13 y 15). Se observó que JUNV indujo una activación 

bifásica de ERK en células Vero (Figuras 13A y B): una primera activación entre los 15 

y los 30 min luego de la infección (activación temprana), y una segunda activación de 

menor intensidad a las 7 h p.i. (activación tardía).  

 

 

 

Figura 13. Cinética de activación de ERK en cultivos celulares infectados con JUNV. 

(A) Células Vero se infectaron o no con JUNV (m.i.=1) y a distintos tiempos p.i. se determinaron los 

niveles de p-ERK y ERK por medio de WB. (B) Se muestra la relación p-ERK/ERK obtenida en (A) en 

base a la cuantificación de la intensidad de las bandas correspondientes utilizando el programa Image J. 

Los resultados se expresan como el promedio de la relación (
𝑝−𝐸𝑅𝐾

𝐸𝑅𝐾
)

𝑡=𝑖
(

𝑝−𝐸𝑅𝐾

𝐸𝑅𝐾
)

𝑡=0,25
⁄   ± DE en base a la 

cuantificación de tres experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA y test de 

Dunnett (*p<0,05 respecto a las células sin infectar). 

 

 

En paralelo las células Vero se infectaron con partículas virales previamente 

inactivadas con luz UV, capaces de ingresar a la célula, pero no de replicar. En las 

figuras 13A y B, se muestra que el virus inactivado sólo produjo la activación de ERK a 

tiempos tempranos p.i. Esto indicaría que la primera fase de activación de la vía podría 

ser inducida por la interacción inicial del virus con el receptor celular o el ingreso de las 

partículas virales a la célula, mientras que la fase tardía de activación de ERK requeriría 

de la replicación viral. 
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Con el objetivo de determinar si la adsorción del virus a la célula era suficiente 

para inducir la activación de la vía Raf/MEK/ERK, células Vero se trataron o no con 

U0126 (15 µM) durante 30 min y luego se infectaron con JUNV (m.i.=1) e incubaron a 

4 °C durante 1 h en presencia o ausencia del inhibidor. Otros cultivos se infectaron en 

paralelo con JUNV (m.i.=1) durante 1 h a 37 °C y a continuación todos los cultivos se 

procesaron a fin de determinar el nivel fosforilación de ERK por WB. A diferencia de lo 

observado en los cultivos infectados a 37 °C, no se detectó activación de ERK en los 

cultivos infectados a 4 °C, indicando que la internalización viral sería necesaria para la 

activación de la vía (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Efecto de la adsorción de JUNV a las células sobre la activación de ERK.  

Células Vero pre-tratadas o no con U0126 (15 μM) durante 30 min fueron infectadas o no con JUNV 

(m.i.=1) durante 1 h a 4 °C en presencia o ausencia de U0126. En paralelo otros cultivos de células Vero 

se infectaron con JUNV (m.i.=1) durante 1 h a 37 °C. Posteriormente las células se lisaron y los niveles 

de p-ERK y ERK se determinaron por WB. 

 

 

Al analizar la cinética de activación de ERK en las células A549, a diferencia de lo 

observado en las células Vero, se determinó que durante las primeras horas de la 

infección JUNV indujo una activación moderada y continua de ERK hasta las 5 h luego 

de iniciada la infección (Figuras 15A y B).  
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Figura 15: Cinética de activación de ERK en células A549. 

(A) Células A549 se infectaron o no con JUNV (m.i.=1) y a distintos tiempos p.i. se determinaron los 

niveles de p-ERK y ERK por medio de WB. (B) Se muestra la relación p-ERK/ERK obtenida en (A) en 

base a la cuantificación de la intensidad de las bandas correspondientes utilizando el programa Image J.  

CC: control de células sin infectar procesadas luego de 7 h de incubación. Los resultados se expresan 

como el promedio de la relación p-ERK/ERK ± DE en base a la cuantificación de tres experimentos 

independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA y test de Dunnett (p>0,05). 

 

 

4.1.1.3. Efecto del inhibidor U0126 sobre la multiplicación de JUNV en líneas 

celulares humanas  

 

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio habían demostrado que la 

inhibición de la vía Raf/MEK/ERK en células Vero infectadas con JUNV reducía la 

producción de partículas virales infecciosas. Con el fin de examinar la participación de 

la vía sobre la multiplicación viral en líneas celulares humanas, en primer lugar, células 

A549 y U937 se trataron con diferentes concentraciones de U0126 a 37 °C y al cabo de 

24 h se analizó la viabilidad celular. En segundo lugar, otra serie de cultivos se 

infectaron con JUNV y luego de una hora de adsorción a 37 °C las células se trataron 

con diferentes concentraciones del inhibidor U0126 durante 24 h, al cabo de las cuales 

se determinó el título viral y se analizaron los niveles de p-ERK obtenidos. El tratamiento 

con el compuesto U0126 no afectó la viabilidad celular en el rango de concentraciones 

ensayado (Figura 16A) e inhibió de manera dosis-dependiente la fosforilación de ERK 

(Figura 16B) y el rendimiento viral (Figura 16C) en ambos tipos celulares. 
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Figura 16. Efecto de la inhibición de la vía Raf/MEKERK sobre la multiplicación de JUNV en 

cultivos de células humanas. 

(A) Células U937 y A549 se trataron con diferentes concentraciones de U0126 y al cabo de 24 h se midió 

la viabilidad celular por medio del método de exclusión de azul tripán en el caso de las células U937 y 

por medio del ensayo de MTT en el caso de las células A549. Los resultados representan el promedio 

de tres determinaciones ± DE. Los datos se analizaron mediante ANOVA y posterior test de Dunnett 

(p>0,05). (B y C) Células U937 y A549 se infectaron con JUNV y luego de una hora de adsorción, los 

cultivos se trataron con diferentes concentraciones de U0126. A las 24 h p.i. se analizó la fosforilación 

de ERK por WB (B) y se cuantificó el título viral (C). En (B), los números representan el promedio de la 

relación p-ERK/ERK obtenido en tres experimentos en base a la cuantificación de la intensidad de las 

bandas correspondientes utilizando el programa Image J. Los datos se analizaron mediante ANOVA y 

posterior test de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). En (C) los datos representan el promedio de 

tres experimentos ± DE y se analizaron mediante un modelo GLM de Poisson truncado y posterior test 

de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
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4.1.1.4. Reversibilidad del efecto inhibitorio de U0126 sobre la activación de ERK  

 

Con el objetivo de analizar cuál era la duración del efecto inhibitorio del U0126 

sobre la activación de ERK luego de haber sido removido de los cultivos, células Vero 

fueron pre-incubadas durante 1 h en medio de cultivo sin suero (MEM) conteniendo o 

no U0126 (15 μM). Al cabo de ese tiempo, el medio se reemplazó por MEM o MEM 

conteniendo 10% NBCS y se estudió la activación de ERK luego de distintos tiempos 

de incubación a 37 °C. Se observó que en las células que fueron pre-incubadas y 

posteriormente incubadas en MEM (tratamiento 1) el nivel de p-ERK fue muy bajo y 

similar en los distintos tiempos analizados, mientras que en las células pre-incubadas 

con MEM y luego tratadas con MEM conteniendo 10% de suero (tratamiento 2) se 

detectó una mayor activación de ERK a partir de los 30 min y hasta las 4 h de incubación 

(Figura 17). Por otra parte, en las células que fueron pre-incubadas con U0126 y luego 

tratadas con MEM (tratamiento 3) se observaron muy bajos niveles de activación de 

ERK hasta las 4 h de incubación. Cuando los cultivos pre-tratados con U0126 se 

incubaron luego en MEM conteniendo 10% de suero (tratamiento 4), los niveles de p-

ERK se incrementaron respecto a los cultivos incubados en MEM sin suero (tratamiento 

3). Sin embargo, la activación de ERK en el tratamiento 4 resultó algo menor a la 

observada en los cultivos pre-tratados en ausencia del inhibidor y posteriormente 

incubados con MEM conteniendo suero (tratamiento 2). Estos resultados indicarían que 

una vez retirado el compuesto U0126, su efecto inhibitorio puede ser revertido, al 

menos de forma parcial, por la presencia de un inductor de la activación de la vía. 

 

 

 

Figura 17. Reversión del efecto inhibitorio de U0126 en presencia de suero bovino. 
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Células Vero fueron tratadas con MEM conteniendo o no U0126 (15 μM) durante 1 h a 37 °C. Luego se 

retiró el sobrenadante y se reemplazó por MEM con o sin 10% NBCS y a distintos tiempos de incubación 

a 37 °C se analizó la activación de ERK por medio de WB.  

 

 

4.1.1.5. Efecto del silenciamiento de ERK1/2 sobre la infección viral 

 

Con el objeto de corroborar que la vía Raf/MEK/ERK cumple un rol importante en 

la multiplicación de JUNV, se evaluó el efecto del silenciamiento de ERK en células 

Vero y A549 infectadas con JUNV.  Los cultivos se transfectaron con un pool de siRNAs 

específicos para ERK1 y ERK2 o con un RNA control (cRNA) y a las 24 h pos-

transfección se procedió a la infección con JUNV. Luego de 24 h de infección, las 

células se fijaron con metanol a fin de realizar un ensayo de IFI para examinar la 

expresión de la proteína viral N y se cuantificó además el rendimiento viral a partir de 

los sobrenadantes de los cultivos.  La ausencia de citotoxicidad del tratamiento se 

evaluó por el método de exclusión del azul tripán, obteniéndose en los cultivos 

transfectados un porcentaje de viabilidad celular mayor al 80% con respecto a las 

células sin transfectar, tanto en las células Vero como A549, mientras que la eficacia 

del silenciamiento de ERK se corroboró mediante WB. Se observó una marcada 

disminución en los niveles de expresión de ERK en los cultivos transfectados con siRNA 

respecto a los transfectados con cRNA (Figura 18A). Además, el silenciamiento de ERK 

causó una reducción del 65,5% y 91,6% del rendimiento viral en las células Vero y 

A549, respectivamente (Figura 18B). La figura 18C muestra el efecto inhibitorio del 

silenciamiento de ERK sobre la expresión de la proteína N en células A549, 

corroborando la participación de la cascada Raf/MEK/ERK en la multiplicación de 

JUNV.  

 



R e s u l t a d o s  | 59 

 

 

 

Figura 18. Efecto del silenciamiento de ERK sobre la expresión de N y la multiplicación de JUNV. 

Células Vero o A549 se transfectaron con una mezcla de siRNAs dirigidos a ERK1 y 2 o con un RNA 

control (cRNA) y a las 24 h pos-transfección el nivel de expresión de ERK se evaluó por WB (A). Otro 

conjunto de cultivos idénticamente transfectados se infectaron con JUNV (m.i.=1) a las 24 h pos-

transfección. Transcurridas 24 h de infección se cuantificó el rendimiento viral (B) y se analizó la 

expresión de N por IFI, mientras que los núcleos celulares se tiñeron con Hoechst 33258. Aumento: 400X 

(C). En (B) los datos representan el promedio de tres experimentos ± DE y se analizaron mediante un 

modelo GLM de Poisson truncado y posterior test de Tukey (***p<0,001). 

 

 

4.1.1.6. Efecto de la activación de la vía Raf/MEK/ERK sobre la producción viral 

 

La vía de señalización Raf/MEK/ERK puede ser activada por diversos estímulos, 

tales como factores de crecimiento, trombina y ésteres de forbol. En particular, como 

se describió en la introducción, el compuesto PMA activa ERK a través de la modulación 

de la vía de señalización PKC, cuya activación implicaría la fosforilación de Raf y, en 

consecuencia, la señalización a través ERK (95). Para estudiar el efecto de la activación 

de la vía Raf/MEK/ERK sobre la multiplicación viral, células Vero fueron infectadas o no 

con JUNV (m.i.=1) durante 1 h a 37°C. Posteriormente, se retiró el inóculo y los cultivos 

se trataron con distintas concentraciones de PMA. A las 24 h p.i. se analizó el estado 

de activación de ERK y la producción viral. El tratamiento con PMA indujo la fosforilación 
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de ERK tanto en células infectadas como sin infectar de forma dependiente de la 

concentración (Figuras 19A y B). Asimismo, las máximas concentraciones de PMA 

ensayadas provocaron un incremento del rendimiento viral de entre 6 y 12 veces con 

respecto al obtenido en el cultivo incubado en ausencia de compuesto (Figura 19C).  

 

 

 

Figura 19. Efecto de la activación de la vía Raf/MEK/ERK sobre la multiplicación de JUNV. 

(A) Células Vero se infectaron o no con JUNV (m.i.=1) durante 1 h a 37 °C. Luego se retiró el inóculo y 

los cultivos se incubaron con diferentes concentraciones de PMA. A las 24 h p.i. se analizó la activación 

de ERK por medio de WB. (B) Cuantificación de la intensidad de las bandas de p-ERK y ERK obtenidas 

en el ensayo descripto en (A), a partir de tres determinaciones, utilizando el programa Image J. Los datos 

representan el promedio de la relación p-ERK/ERK de tres experimentos ± DE y fueron analizados 

mediante ANOVA y posterior test de Dunnett (*p<0,05). (C) Otra serie de cultivos fueron infectados con 

JUNV (m.i.=1) durante 1 h a 37 °C y luego tratados con diferentes concentraciones de PMA. A las 24 h 

p.i. se cosecharon y titularon los sobrenadantes por el método de UFP. Se representa el promedio de 

tres experimentos ± DE, los datos fueron analizados mediante un modelo GLM de Poisson truncado y 

posterior test de Dunnett (*p<0,05). 
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4.1.2. Participación de la vía p38 en la multiplicación de JUNV 
 

4.1.2.1. Análisis de los niveles de fosforilación de p38 en cultivos de células Vero 

infectados con JUNV  

 

Con el fin de estudiar si la infección con JUNV induce la activación de la vía p38 

en cultivos celulares, monocapas de células Vero se infectaron (m.i.=1) y a distintos 

tiempos p.i. se analizó el nivel de fosforilación de p38 mediante ensayos de WB. Se 

observó que la infección induce una leve activación de la vía entre las 3 y las 16 h p.i., 

siendo mayor el nivel de activación de p38 a partir de las 24 h p.i. (Figura 20) indicando 

que JUNV induce una fuerte activación de p38 a tiempos tardíos de la infección en esta 

línea celular. A fines comparativos se analizó en paralelo la fosforilación de p38 en 

células Vero sin infectar tratadas con anisomicina (AN), activador de la vía, durante 24 

h (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Efecto de la infección con JUNV sobre la activación de p38 en células Vero. 

Células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) y se incubaron a 37 °C. A distintos tiempos p.i. se analizó 

el nivel de fosforilación de p38 mediante WB. La detección de ERK se utilizó como control de carga. CC: 

control de células Vero sin infectar incubadas durante 24 h. AN: células Vero sin infectar y tratadas con 

AN (100 nM) durante 24 h. Los números representan el promedio de la relación p-p38/ERK en base a la 

cuantificación de la intensidad de las bandas correspondientes utilizando el programa Image J. Los datos 

provienen de tres experimentos independientes y se analizaron mediante ANOVA y posterior test de 

Dunnett (*p<0,05). 

 

 

4.1.2.2. Efecto de la inhibición de la vía p38 sobre la multiplicación de JUNV en 

células Vero  

 

Con el objetivo de investigar si la cascada de señalización p38 tiene alguna 

implicancia en la multiplicación de JUNV en células Vero, en primer lugar, se examinó 
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la actividad citotóxica de dos inhibidores de la vía: SB203580 (compuesto que inhibe la 

actividad quinasa de p38) y SB202190 (compuesto que inhibe la actividad quinasa de 

p38 y su fosforilación). Para ello, los cultivos de células Vero se incubaron con medio 

conteniendo distintas concentraciones de cada inhibidor durante 24 h a 37 °C y se 

cuantificó la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. Otro grupo de cultivos 

infectados con JUNV (m.i.=1) se trataron con diferentes concentraciones de SB203580 

o SB202190 y a las 24 h p.i se tituló el rendimiento viral. 

Tal como se observa en la figura 21A, el inhibidor SB203580 no afectó la viabilidad 

celular en el rango de concentraciones ensayado, mientras que las mayores 

concentraciones de SB202190 empleadas (50 y 100 µM) provocaron una disminución 

parcial de la viabilidad celular. Asimismo, se observó que concentraciones no 

citotóxicas de ambos inhibidores produjeron la inhibición dosis dependiente de la 

multiplicación a viral (Figuras 21B y C). 

 

 

 

Figura 21. Efecto de la inhibición de la vía p38 sobre la multiplicación de JUNV en cultivos de 

células Vero. 

(A) Células Vero se trataron con diferentes concentraciones de SB203580 o SB202190 durante 24 h, al 

cabo de las cuales se midió la viabilidad celular por medio del método de MTT. Se representan los valores 
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promedio de un experimento realizado por triplicado ± DE. Los datos fueron analizados mediante ANOVA 

y posterior test de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01). (B y C) Células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) y 

luego de 1h de adsorción se trataron con diferentes concentraciones de SB203580 (B) o SB202190 (C). 

A las 24 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se cuantificó el rendimiento viral mediante el método 

de UFP. Se representan los valores promedio de un experimento realizado por triplicado ± DE. Arriba de 

las barras se indica el porcentaje de inhibición obtenido para cada concentración de compuesto con 

respecto al control sin droga. Los datos fueron analizados mediante un modelo GLMM con distribución 

de Poisson truncada en cero y posterior test de Dunnett (***p<0,001) (B y C).  

 

 

4.1.2.3. Expresión de la proteína N de JUNV en células Vero tratadas con los 

inhibidores de p38. 

 

Para corroborar los resultados que demostraban que la inhibición de la cascada 

p38 afectaba la multiplicación viral, analizamos el efecto de los inhibidores de la vía 

sobre la expresión de la proteína de nucleocápside N. Para ello, células Vero se 

infectaron con JUNV (m.i.=1) y luego de 1 h a 37 °C los cultivos se trataron o no con 

SB203580 (100 µM) o SB202190 (40 µM). A las 24 h p.i. las células se fijaron y la 

expresión de N se analizó mediante un ensayo de IFI. Otra serie de cultivos fueron 

infectados de la misma forma y luego tratados o no, a 1 h p.i., con diferentes 

concentraciones de SB203580. A las 24 h p.i. se analizó la expresión de N utilizando la 

técnica de WB.  

Se observó una disminución en la expresión de N en células infectadas y tratadas 

con el inhibidor tanto por medio de los ensayos de IFI (Figuras 22A y B) como por la 

técnica de WB (Figura 22C). En este último caso, se corroboró una reducción de la 

expresión de la proteína viral dependiente de la dosis de inhibidor ensayada. Para 

corroborar el efecto inhibitorio de SB203580 sobre la vía p38, dado que este compuesto 

no afecta la fosforilación de p38, se cuantificó la fosforilación de MAPKAPK2, sustrato 

de p38, por medio de WB (Figura 22D). Tanto en los cultivos infectados como en 

aquellos sin infectar, los niveles de fosforilación de MAPKAPK2 en presencia de 

SB203580 se redujeron de manera significativa respecto a los cultivos no tratados. 
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Figura 22. Efecto de la inhibición de la vía p38 sobre la expresión de la proteína N de JUNV en 

cultivos de células Vero. 

(A) Células Vero sin infectar o infectadas con JUNV (m.i.=1) se trataron luego de 1 h de adsorción con 

SB203580 (100 μM) o SB202190 (40 μM). A las 24 h las células se fijaron con metanol y se analizó la 

expresión de N mediante IFI. Los núcleos celulares se tiñeron con Hoechst 33258. Aumento: 400X. (B) 

Recuento del porcentaje de células que expresan N en los cultivos infectados y tratados con SB203580 

o SB202190 respecto de los cultivos infectados sin tratar correspondientes al ensayo mostrado en (A). 

Los datos representan el promedio de tres experimentos ± DE y se analizaron mediante un modelo 

GLMM con distribución de Poisson (****p<0,0001). Los números sobre las barras indican el porcentaje 

de inhibición del número de células fluorescentes respecto al control sin droga Los números sobre las 

barras indican el porcentaje de inhibición del número de células que expresan N respecto al control para 

cada compuesto. (C) Células Vero fueron infectadas con JUNV (m.i.=1) y a 1 h p.i. se trataron con 

distintas concentraciones de SB203580. A las 24 h p.i. se analizó la expresión de N por medio de WB. 

CC: control de células Vero sin infectar. Los números representan los valores promedio de la relación 

N/GAPDH de un experimento realizado por triplicado en base a la cuantificación de la intensidad de las 

bandas correspondientes utilizando el programa Image J. (D) Células Vero sin infectar o infectadas con 

JUNV (m.i.=1) se trataron con SB203580 (50 μM) y luego de 24 h se analizó el nivel de expresión de p- 

MAPKAPK2, N y ERK por WB. Los números representan los valores promedio de la relación p- 
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MAPKAPK2/ERK de un experimento realizado por triplicado en base a la cuantificación de la intensidad 

de las bandas correspondientes utilizando el programa Image J. En (C y D) los datos fueron analizados 

mediante ANOVA y posterior test de Dunnett (*p<0,05). 

 

 

4.1.2.4.  Efecto de la activación de la vía p38 sobre la multiplicación de JUNV en 

células Vero  

 

La vía de señalización p38 se activa en respuesta a diferentes estímulos como 

estrés, citoquinas y factores de crecimiento (104,105) y, tal como se  observa en la 

figura 20, se induce durante la infección con JUNV. El compuesto AN es un antibiótico 

producido por Streptomyces griseolus que a muy bajas concentraciones promueve la 

fosforilación de p38 (105). Por lo tanto, se decidió evaluar el efecto de la activación de 

p38 sobre la multiplicación de JUNV. Para ello, las células Vero se infectaron con JUNV 

(m.i.=1) y a 1 h p.i. se trataron con diferentes concentraciones de AN; finalmente a las 

24 h p.i. se analizaron los niveles de p-p38 y N mediante WB y la producción viral por 

el método de UFP.  

En primer lugar, se corroboró el efecto activador de AN sobre la vía p38, el cual 

se acentúa a las mayores concentraciones de compuesto utilizadas (25 y 50 nM) 

(Figura 23A). Con respecto a su efecto sobre la multiplicación del virus, el tratamiento 

con AN no afectó significativamente la producción de virus infeccioso (Figura 23B) en 

el rango de concentraciones ensayado, así como tampoco se observó efecto alguno 

sobre la expresión de N ya que la cuantificación de las bandas obtenidas en el ensayo 

de WB no mostró diferencias significativas respecto al control de células infectadas no 

tratadas con AN (Figura 23A). 
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Figura 23. Efecto de la activación de la vía p38 sobre la multiplicación de JUNV. 

(A) Células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) y luego de 1 h de infección se trataron con diferentes 

concentraciones de AN. A las 24 h p.i. se analizó el estado de fosforilación de p38 y la expresión de N 

por WB. La detección de ERK se utilizó como control de carga. CC: control de células Vero sin infectar. 

Los números representan el promedio de la relación p-p38/ERK ± DE en base a la cuantificación de la 

intensidad de las bandas correspondientes utilizando el programa Image J. Los datos provienen de tres 

experimentos independientes y se analizaron mediante ANOVA y posterior test de Dunnett (*p<0,05). (B) 

A partir de los sobrenadantes de los cultivos mencionados en (A) se determinó el rendimiento viral por el 

método de UFP. Se representan los valores promedio de tres experimentos ± DE. Los datos fueron 

analizados mediante un modelo GLMM con distribución de Poisson truncada en cero y posterior test de 

Dunnett (p>0,05). 

 

 

4.1.2.5. Efecto de la inhibición de la vía p38 sobre la multiplicación de JUNV en 

células humanas  

 

Puesto que la inhibición de la vía p38 en cultivos de células Vero afectó la 

multiplicación de JUNV, decidimos estudiar el efecto de dicha inhibición en cultivos de 

células humanas. Para ello, en primer lugar, células HeLa y HEK-293 fueron tratadas 

durante 24 h con diferentes concentraciones de SB202190, al cabo de la cuales se 

analizó la viabilidad celular por medio de un ensayo de MTT. En el rango de 

concentraciones ensayado el inhibidor no afectó la viabilidad de las células HeLa, 

mientras que en el caso de las células HEK-293 el tratamiento con la concentración 

más alta de compuesto (100 μM) provocó una disminución significativa de la viabilidad 

celular (Figura 24A).  
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Otro grupo de cultivos celulares se infectaron con JUNV (m.i.=1) y luego de la 

adsorción del inóculo viral durante 1 h a 37 °C las células se trataron con diferentes 

concentraciones de SB202190; a las 24 h p.i se tituló el rendimiento viral por el método 

de UFP y se analizó la expresión de la proteína viral N por WB. Tal como se muestra 

en las figuras 24B y C, en ausencia de inhibidor no se observó un incremento en la 

fosforilación de p38 luego de la infección e incluso en las células HeLa el nivel de p-p38 

fue menor al detectado en las células sin infectar. 

Con relación al efecto de SB202190 sobre la multiplicación de JUNV, se determinó 

que concentraciones no citotóxicas de este compuesto produjeron la inhibición de la 

multiplicación a viral en ambas líneas celulares (Figuras 24D y E). A la mayor 

concentración de compuesto empleada se obtuvo un 90,70% y 90,72% de inhibición 

del rendimiento viral en células HeLa y HEK-293, respectivamente. En el caso de las 

células HeLa se observó una correlación entre la reducción de los niveles de p-p38 y la 

disminución tanto de la infectividad como de la expresión de proteína viral (Figuras 24B 

y D). Sin embargo, en el caso de las células HEK-293, si bien la concentración 50 μM 

de compuesto produjo una disminución significativa de la producción viral y de la 

expresión de N, los niveles de fosforilación de p38 resultaron variables en las diferentes 

réplicas del experimento, lo cual resultó en un nivel promedio de p-p38 que no difirió de 

manera significativa del obtenido en el control de células no tratadas con SB202190 

(Figuras 24C y E). Por el contrario, a una concentración mayor (75 μM) el compuesto 

SB202190 provocó una disminución significativa de los niveles de p-p38, de la 

expresión de proteína N y de la producción de virus infeccioso. 
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Figura 24. Efecto de la inhibición de la vía p38 sobre la expresión de la proteína N y la producción 

de virus en cultivos de células humanas. 

(A) Células HeLa y HEK-293 se trataron con diferentes concentraciones de SB202190 durante 24 h, al 

cabo de las cuales se midió la viabilidad celular por el método de MTT. Se representan los valores 

promedio de un experimento realizado por triplicado ± DE. Los datos fueron analizados mediante ANOVA 

y posterior test de Dunnett (*p<0,05). Células HeLa (B) y HEK-293 (C) se infectaron con JUNV (m.i.=1) 

y luego de 1 h de adsorción se trataron con diferentes concentraciones de SB202190. A las 24 h p.i., se 

analizó el estado de activación de p38 y la expresión de la proteína viral N por WB. Los números 

representan el promedio de la relación p-p38/GAPDH o N/GAPDH en base a la cuantificación de la 

intensidad de las bandas correspondientes utilizando el programa Image J de un experimento realizado 

por triplicado. Los datos fueron analizados mediante ANOVA y posterior test de Dunnett (*p<0,05). CC: 
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control de células sin infectar (D y E) A las 24 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes de los cultivos 

correspondientes a (B) y (C) y se cuantificó el rendimiento viral mediante el método de UFP. Se 

representan los valores promedio de un experimento realizado por triplicado ± DE. Se indica además 

sobre las barras el porcentaje de inhibición obtenido para cada concentración de compuesto respecto 

del control sin droga. Los datos fueron analizados mediante un modelo GLMM con distribución de 

Poisson truncada en cero y posterior test de Dunnett (****p<0,0001). 
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4.2. Capítulo 2: Análisis del papel de la vía Raf/MEK/ERK en el 

ciclo de multiplicación de JUNV 

 

4.2.1. Efecto de la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK sobre las etapas 

iniciales de la multiplicación de JUNV. 

 

A fin de determinar si la inhibición de la fosforilación de ERK provocaba algún 

cambio en la capacidad de JUNV de adsorberse a la célula, los cultivos de células Vero 

previamente incubados durante 30 min con medio conteniendo o no U0126, se 

infectaron con JUNV (m.i.=1) durante 1 h a 4 °C en presencia o en ausencia del 

inhibidor. Luego se procedió a cuantificar el virus adsorbido, por el método de UFP, a 

partir de los lisados celulares obtenidos por congelamiento/descongelamiento de los 

cultivos. Como puede observarse en la figura 25, no se hallaron diferencias 

significativas en la cantidad de virus adsorbido entre las células tratadas y no tratadas 

con U0126, indicando que la activación de ERK no sería necesaria para la adsorción 

viral.  

 

 

 

Figura 25. Efecto del U0126 sobre la adsorción de JUNV. 

Células Vero, previamente tratadas o no con U0126 (15 µM) durante 30 min, se infectaron con JUNV 

(m.i.=1) a 4 °C durante 1 h en presencia o ausencia de U0126 (15 µM). Luego las células se sometieron 

a dos ciclos de congelamiento/descongelamiento y el virus adsorbido se determinó por medio de la 

técnica de UFP. Se representa el valor promedio de tres determinaciones ± DE. Los datos fueron 

analizados mediante un modelo GLMM con distribución de Poisson truncada en cero (p=0,901). 
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Con el objetivo de continuar investigando el rol de la activación temprana de ERK 

en la entrada del virus a la célula se analizó el efecto del inhibidor U0126 sobre la 

entrada de JUNV. Para ello, células Vero fueron incubadas a 4 °C con 

aproximadamente 100 UFP durante 1 h. Descartado el inóculo, se agregó MEM o MEM 

conteniendo U0126 (15 µM) o el compuesto clorpromazina (CZ, 40 μM) como inhibidor 

de referencia de la endocitosis mediada por clatrina. Los cultivos se incubaron a 37 °C 

y a distintos tiempos p.i., el virus no internalizado fue inactivado con buffer citrato 

durante 1 min y se procedió a la titulación directa del virus internalizado cubriendo los 

cultivos con medio de plaqueo. En la figura 26 se muestra que, mientras el compuesto 

CZ inhibió significativamente la internalización viral, el tratamiento con U0126 no afectó 

la cinética de entrada del virus con respecto a lo observado en el control sin droga. 

Estos resultados indicarían que la internalización viral no depende de la activación de 

la vía Raf/MEK/ERK. 

 

 

 

Figura 26. Efecto del U0126 sobre la internalización de JUNV. 

Células Vero se infectaron con JUNV (100 UFP) a 4 °C durante 1 h. Luego se añadió MEM o MEM 

conteniendo U0126 (15 µM) o CZ (40 μM) y los cultivos se incubaron a 37 °C. A distintos tiempos p.i. se 

inactivó el virus no internalizado y las partículas virales internalizadas se cuantificaron por UFP. Los datos 

representan la media ± DE obtenida a partir de tres experimentos realizados en forma independiente y 

se analizaron mediante un modelo Hurdle (inflado en cero) con distribución de Poisson y luego las 

comparaciones se realizaron mediante el test de Tukey (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
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Como se mencionó en la introducción, existe un antecedente bibliográfico  

reciente que propone que la vía Raf/MEK/ERK está implicada en el mantenimiento del 

pH ácido de las vesículas endosomales y por consecuencia, la inhibición de la vía 

afectaría el desnudamiento de RVA bloqueando la fusión dependiente de pH ácido  de 

las membranas viral y endosomal (125). Teniendo en cuenta que la inhibición de la vía 

Raf/MEK/ERK no afectaba los procesos de adsorción e internalización de JUNV se 

decidió estudiar el rol de la vía en el desnudamiento viral. Para ello, las células Vero se 

infectaron con JUNV (100 UFP) durante 1 h a 4 °C. Luego se retiró el inóculo viral, se 

adicionó MEM y los cultivos se incubaron a 37 °C. A distintos tiempos p.i. (entre 0 y 100 

min), se agregó MEM o MEM conteniendo NH4Cl (concentración final 50 mM), 

compuesto que eleva el pH endosomal impidiendo el desnudamiento viral, o U0126 

(concentración final 15 µM). Luego de incubar cada tratamiento durante 3 h a 37 °C, se 

procedió a la inactivación del virus no internalizado con buffer citrato a pH 3,0. 

Finalmente, las células se lavaron dos veces con MEM y se cubrieron con medio de 

plaqueo. Las placas se revelaron por tinción con cristal violeta a los 7 días p.i. Se 

observó que el tratamiento con NH4Cl afectó de manera significativa el desnudamiento 

viral, incluso cuando el compuesto se agregó a los 80 min p.i.  Por el contrario, los 

cultivos tratados con U0126 a diferentes tiempos p.i. no mostraron diferencias 

significativas en el número de placas respecto del control sin droga (Figura 27), 

señalando que la inhibición de la vía no afectaría el desnudamiento viral. 

 

 

 

Figura 27. Efecto del U0126 sobre el desnudamiento de JUNV. 
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Células Vero se infectaron con JUNV (100 UFP) a 4 °C durante 1 h y luego se incubaron a 37 °C. A 

distintos tiempos p.i. los cultivos se trataron durante 3 h con U0126 (15 µM), NH4Cl (50 mM) o en ausencia 

de inhibidor (control). A continuación, el virus no internalizado se inactivó con buffer citrato (pH 3,0) y 

posteriormente los cultivos de lavaron y cubrieron con medio de plaqueo y se determinó el porcentaje de 

placas respecto al control para ambos tratamientos. Se representa el valor promedio ± DE obtenido a 

partir de tres determinaciones. Los datos fueron analizados mediante un modelo GLMM con distribución 

de Poisson truncada y posterior test de Tukey (*p<0,001). 

 

 

Por otra parte, se evaluó el papel desempeñado por la vía Raf/MEK/ERK en la 

acidificación de las vesículas endocíticas. Para ello, las células Vero se trataron con 

U0126 (15 µM) o con NH4Cl (50 mM) durante 2 h y luego se tiñeron con naranja de 

acridina, un colorante catiónico que se acumula principalmente en el interior de 

vesículas celulares ácidas y se detecta como un puntillado perinuclear con 

fluorescencia naranja. El aumento del pH intravesicular provoca una disminución en la 

intensidad o la ausencia de dicha fluorescencia. Como se muestra en la figura 28, las 

células tratadas con NH4Cl no exhibieron fluorescencia naranja, mientras que en los 

cultivos tratados con U0126 el patrón de fluorescencia puntillada naranja alrededor de 

los núcleos celulares resultó similar al observado en los cultivos control sin droga, 

indicando que la inhibición de la vía no afectaría el pH de las vesículas ácidas 

intracelulares. 

 

 

 

 

Figura 28. Efecto del U0126 sobre la acidificación de vesículas ácidas intracelulares. 

Células Vero se incubaron en MEM conteniendo o no U0126 (15 µM) o NH4Cl (50 mM) durante 2 h. 

Luego las células se tiñeron con naranja de acridina, se montaron en PBS y se observaron en el 

microscopio de fluorescencia. Aumento 400X. 
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4.2.2. Efecto de la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK sobre la 

expresión de las proteínas virales 

 

Dado que la inhibición de la vía de Raf/MEK/ERK impidió la multiplicación de 

JUNV sin afectar las etapas iniciales del ciclo de multiplicación viral, se decidió analizar 

el rol de esta cascada de señalización en la expresión de la proteína viral N sintetizada 

a lo largo de un único ciclo de multiplicación viral. Para ello, los cultivos de células Vero 

se infectaron con JUNV (m.i.=1) y a las 2, 6 o 10 h p.i. se agregó U0126 (15 µM). A las 

14 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes para su titulación y se analizó la síntesis de 

N por medio de WB. Se observó que la expresión de N era menor conforme el inhibidor 

se añadía más temprano (Figuras 29A y B) y lo mismo sucedió con los títulos virales 

(Figura 29D), los cuales fueron menores respecto al control incluso en aquellos cultivos 

en los cuales el U0126 se agregó a las 10 h p.i. No se observó variación en la viabilidad 

celular de células infectadas con JUNV y tratadas con U0126 a los distintos tiempos 

ensayados (Figura 29C). 

Continuando con el análisis del efecto de la inhibición de Raf/MEK/ERK sobre la 

expresión de las proteínas virales, se procedió a estudiar la expresión de G2 en la 

membrana plasmática por medio de la formación de sincicios inducidos a pH ácido. 

Para ello, las células Vero fueron infectadas con JUNV (m.i.=1) y a distintos tiempos p.i. 

(2, 6 o 10 h p.i.) se agregó U0126. A las 14 h p.i. las células se incubaron con MEM (pH 

5,0) durante 30 min a fin de inducir el cambio conformacional de las espículas virales 

presentes en la membrana de la célula infectada, cambio necesario para que G2 medie 

la fusión de la membrana celular con la membrana de las células vecinas.  Para 

visualizar los sincicios las células se fijaron con metanol y se tiñeron con Giemsa. 

Como puede observarse en la figura 30, conforme el compuesto U0126 se agregó 

más temprano, los sincicios resultantes fueron de menor tamaño (Figura 30A) y se 

produjeron en menor cantidad respecto de las células infectadas no tratadas con el 

inhibidor (Figura 30B). Estos resultados señalan que la inhibición de la vía 

Raf/MEK/ERK produciría una disminución ya sea de la expresión de G2 en la 

membrana celular o de su capacidad fusogénica. 



R e s u l t a d o s  | 75 

 

 

 

Figura 29. Efecto del agregado de U0126 a distintos tiempos p.i. sobre la expresión de N y la 

multiplicación de JUNV en cultivos de células Vero. 

(A) Células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) y a distintos tiempos p.i. se agregó U0126 hasta una 

concentración final de 15 μM. A las 14 h p.i. se analizó la expresión de N por medio de WB. (B) Promedio 

de la relación N/ERK ± DE obtenida a partir de tres experimentos independientes determinada mediante 

la cuantificación de las bandas con el programa Image J. Los datos se analizaron mediante ANOVA y 

posterior test de Dunnett (*p<0,05). (C)  A partir de otra serie de cultivos tratados de la misma forma que 

en (A) se midió la viabilidad celular por el método de MTT. Los datos representan el promedio de tres 

experimentos ± DE y fueron analizados mediante ANOVA y posterior test de Dunnett (p>0,05). (D) A 

partir de los sobrenadantes de los cultivos mencionados en (A) se tituló la producción viral por el método 

de UFP. Los datos representan el promedio de tres experimentos ± DE y fueron analizados mediante un 

modelo GLMM con distribución de Poisson truncada (***p<0,001).  

 

 

Dado que la inhibición en la formación de sincicios observada en los cultivos 

tratados con U0126 podría estar indicando que el bloqueo de la vía afecta la expresión 

de las glicoproteínas virales en la membrana plasmática, se decidió analizar el rol de la 

vía Raf/MEK/ERK en la expresión y el transporte de la glicoproteína viral G1 a la 

membrana celular por medio de ensayos de IFI total y de membrana.  Con este 
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propósito, células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) y a las 2 h p.i. se trataron o no 

con U0126 (15 µM). En los primeros experimentos se intentó realizar la detección de 

G1 a las 14 h p.i. pero los niveles de fluorescencia eran demasiado bajos como para 

llevar a cabo la cuantificación de la expresión de esta proteína.  Por lo tanto, se decidió 

realizar la fijación de las células a las 20 h p.i., momento en que los cultivos controles 

mostraban entre un 30 y un 40% de células fluorescentes (Figura 31A). La expresión 

de G1 se estudió utilizando, como anticuerpo primario, un anticuerpo monoclonal 

reactivo frente a GPC y a la proteína madura G1. La figura 31 muestra que cuando las 

células infectadas se trataron con U0126 la reducción en el número de células que 

expresaban GPC/G1 en el citoplasma resultó similar a la reducción del número de 

células que expresaban G1 en la membrana celular, indicando que el compuesto 

afectaría principalmente la síntesis de GPC y no el subsecuente transporte de las 

glicoproteínas maduras a la membrana plasmática. 

  

 

 

Figura 30. Efecto del U0126 sobre la formación de sincicios inducida a pH ácido en células 

infectadas con JUNV. 

Células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) y a distintos tiempos p.i. (2, 6 o 10 h p.i.) se trataron o no 

con U0126 (15 µM). A las 14 h p.i. las células se trataron con medio ácido (pH 5,0) durante 30 min y 

luego se incubaron toda la noche en medio de cultivo a pH neutro; a las 20 h p.i. las células se fijaron 

con metanol y se tiñeron con Giemsa. (A) Tamaño de los sincicios observados, calculado en base al 

recuento del número de núcleos por sincicio en 20 campos. (B) Recuento de la cantidad de sincicios 
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observados en 20 campos para cada uno de los tratamientos realizados. En (A) y (B) los datos 

representan el promedio de tres experimentos ± DE y se analizaron mediante un modelo GLMM con 

distribución de Poisson y posterior test de Dunnett (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05).  (C) Sincicios 

observados en los tratamientos con U0126 a distintos tiempos p.i. (2, 6 o 10 h p.i.). Se muestran además 

las imágenes de células infectadas e incubadas a las 14 h p.i. con medio a pH ácido (control virus pH 5) 

o con medio a pH neutro (control virus pH 7).    

 

 

 

Figura 31. Efecto del U0126 sobre la expresión y transporte a membrana de G1 en cultivos 

celulares infectados con JUNV. 

Células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) y a las 2 h p.i. se trataron o no con U0126 (15 µM). A las 

20 h p.i. las células se fijaron con paraformaldehído 4% (IFI membrana) y en algunos casos se 

permeabilizaron con Tritón X-100 (0,1%) (IFI total). Finalmente se reveló la expresión de GPC/G1 total y 

de G1 de membrana mediante un ensayo de IFI. (A) Recuento del porcentaje de células que expresan 

GPC/G1 en los cultivos infectados, tratados o no tratados con U0126. Los datos representan el promedio 
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de tres experimentos ± DE y se analizaron mediante el test t de Student (***p<0,001). Los números sobre 

las barras indican el porcentaje de inhibición del número de células fluorescentes respecto al control sin 

droga. (B) Imágenes de la expresión de GPC/G1 en cultivos infectados y tratados o no con U0126 

detectada por IFI. Los núcleos celulares se tiñeron con Hoechst 33258. Aumento: 400X. 

 

 

4.2.3. Efecto de la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK sobre la síntesis 

de RNA viral  

 

Seguidamente, se investigó el rol de la vía Raf/MEK/ERK en la replicación del 

genoma viral. Para ello, células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) durante 1h, al 

cabo de la cual se retiró el inóculo y las células se incubaron con MEM conteniendo o 

no U0126 (15 µM), PMA (100 nM) o ribavirina (100 µM), este último compuesto utilizado 

como inhibidor de referencia de la síntesis de RNA viral. A las 14 h p.i. se extrajo el 

RNA total y el RNA viral genómico se cuantificó por qRT-PCR. 

La figura 32A muestra la estrategia de replicación/transcripción del segmento S 

del genoma viral. En primer lugar, se transcribe el gen que codifica para la proteína N 

(mRNA de N) y sólo después de la traducción de N ocurre la síntesis de RNA viral 

complementario completo (antigenoma). El RNA antigenómico sirve luego de molde 

para la síntesis de mRNA de GPC y del RNA genómico.  

 

 

 

Figura 32. Efecto de la modulación de la vía Raf/MEK/ERK sobre la síntesis de genoma viral. 

(A) Esquema de la replicación del segmento S de JUNV. gSRNA: segmento S genómico del RNA viral. 

agSRNA: segmento S antigenómico del RNA viral. Con flechas se indica la región del gSRNA amplificada 
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por qRT-PCR. (B) Células Vero se infectaron con JUNV (m.i.=1) durante 1 h, al cabo de la cual se retiró 

el inóculo y las células se incubaron en MEM o MEM conteniendo U0126 (15 µM), ribavirina (100 µM) o 

PMA (100 nM). A las 14 h p.i. se extrajo el RNA total y el RNA genómico viral se cuantificó por qRT-PCR. 

Los resultados se expresan como la cantidad relativa de RNA viral en cada tratamiento respecto al control 

sin tratar y representan el promedio de tres experimentos independientes ± DE. Los datos fueron 

analizados mediante ANOVA y posterior test de Dunnett (***p<0,001).  

 

La figura 32B muestra que tanto en presencia de ribavirina como de U0126 la 

síntesis de RNA viral genómico disminuyó, mientras que la incubación con PMA 

provocó un notorio incremento en la cantidad relativa de RNA viral. Estos resultados 

indican que la activación de la vía Raf/MEK/ERK sería importante para la síntesis de 

RNA viral. 

 

Teniendo en cuenta la capacidad del compuesto U0126 de inhibir la multiplicación 

de otros arenavirus como TCRV (213) y con el objetivo de corroborar el papel de la vía 

Raf/MEK/ERK en la síntesis de RNA viral se decidió utilizar dos sistemas de genética 

reversa diseñados por el grupo de la Dra. Nora López (Centro de Virología Animal, 

CONICET) basados en la expresión de un gen reportero a partir de un minigenoma 

(MG-FLUC), análogo del segmento S del genoma de TCRV, o a partir de un antigenoma 

(AG-FLUC), análogo del segmento S antigenómico de TCRV. Dado que las condiciones 

de transfección de los componentes de estos sistemas de genética reversa habían sido 

optimizadas en cultivos de células BSR, se decidió en primer lugar determinar el efecto 

de U0126 sobre la viabilidad celular y el rendimiento de JUNV en esta línea celular. 

Para ello células BSR fueron tratadas con diferentes concentraciones de U0126 durante 

24 h y luego se cuantificó la viabilidad celular por medio del ensayo de MTT. La figura 

33A muestra que U0126 no presentó efectos citotóxicos hasta una concentración de 25 

µM en esta línea celular. 

A fin de evaluar el efecto del U0126 sobre el rendimiento viral en las células BSR, 

los cultivos celulares se infectaron con JUNV (m.i.=1) y a 1 h p.i. se trataron con 

diferentes concentraciones de U0126. A las 24 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes 

y se titularon por el método de UFP. Se corroboró el efecto inhibitorio del inhibidor de 

MEK sobre la producción viral en este sistema celular, observándose que a 

concentraciones crecientes de U0126 se produjo una mayor inhibición de la 

multiplicación viral (Figura 33B). 
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Figura 33. Efecto de la inhibición de la vía ERK sobre la multiplicación de JUNV en células BSR. 

(A) Células BSR se trataron con diferentes concentraciones de U0126 durante 24 h, al cabo de las cuales 

se analizó la citotoxicidad del compuesto por medio del ensayo de MTT. Se representa el valor promedio 

± DE. Los datos se analizaron mediante ANOVA y posterior test de Dunnett (***p<0,001). (B) Células 

BSR se infectaron con JUNV (m.i.=1) y luego de 1 h de adsorción a 37 °C, las células se trataron con 

diferentes concentraciones de U0126. A las 24 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por 

el método de UFP. Se representa el valor promedio de los títulos virales ± DE y sobre las barras se indica 

el porcentaje de inhibición obtenido respecto de los cultivos no tratados. Los datos se analizaron 

mediante un modelo GLMM con distribución de Poisson truncada en cero y posterior test de Dunnett 

(***p<0,001) (B). 

  

 

A continuación, se decidió evaluar el efecto del tratamiento con U0126 sobre la 

replicación del análogo del segmento S genómico (MG-FLUC) y del análogo del 

segmento S antigenómico (AG-FLUC) de TCRV en células BSR. MG-FLUC contiene 

los extremos 5' y 3' del segmento S de TCRV y expresa el gen reportero FLUC en 

reemplazo de la secuencia antisentido de N, mientras que AG-FLUC contiene los 

extremos 5' y 3' del segmento S antigenómico y expresa FLUC en reemplazo de la 

secuencia sentido de N (Figura 34A). Estos análogos forman parte de un sistema de 

genética reversa que a su vez consta de otros 2 plásmidos que permiten la expresión 

de las proteínas virales N y L, respectivamente. La co-expresión de la nucleoproteína 

N y la RNA polimesara L es suficiente para promover el ciclo completo de replicación 

del minigenoma. Como se muestra en la figura 34B la presencia de U0126 provocó una 

disminución significativa de la expresión de FLUC tanto a partir de MG-FLUC y como a 

partir de AG-FLUC. 
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Es importante destacar que la inhibición de la vía no afectó los niveles de 

expresión de N en los cultivos transfectados (Figura 34C), indicando que la expresión 

de las proteínas virales que constituyen la base del sistema de genética reversa 

utilizado no fue afectada por la presencia de U0126 y, por otra parte, como se muestra 

en la figura 34D, el tratamiento con el inhibidor no alteró los niveles de viabilidad celular 

respeto a los cultivos sin tratar. 

 

 

 

Figura 34. Efecto del U0126 sobre la síntesis de RNA viral. 

(A) Esquema de los replicones empleados en el sistema de genética reversa: MG-FLUC: análogo del 

segmento S genómico de TCRV; AG-FLUC: análogo del segmento S antigenómico de TCRV. (B) Células 

BSR fueron co-transfectadas con los plásmidos MG-FLUC o AG-FLUC y los plásmidos que expresan las 

proteínas N y L. Las mezclas de transfección incluían además un plásmido para la expresión de RLUC. 

Luego de la transfección las células se trataron o no con U0126 (15 µM) durante 24 h, al cabo de las 

cuales se cuantificó la actividad de FLUC y RLUC. Los datos de la actividad de FLUC se normalizaron 

respecto a la expresión de RLUC. Se representa el promedio obtenido a partir de un experimento 

representativo realizado por triplicado ± DE. Los datos fueron analizados mediante ANOVA y posterior 

test de Tukey (***p<0,001). (C) La expresión de las proteínas N y p-ERK en las diferentes muestras 

correspondientes al experimento mostrado en (B) se analizó por WB, utilizándose la expresión de ERK 

como control de carga. (D)   Células BSR se transfectaron o no con los plásmidos utilizados en el ensayo 

de replicación mostrado en (B) y se trataron con diferentes concentraciones de U0126 durante 24 h. La 

viabilidad celular se determinó por el ensayo de MTT.  Los datos representan el valor promedio ± DE y 

se analizaron por ANOVA y posterior test de Dunnett (p>0,05). 
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4.2.4. Efecto de la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK sobre la 

traducción viral 

 

Los resultados obtenidos en los sistemas de genética reversa podrían deberse a 

un bloqueo en la síntesis de RNA y/ o a una traducción ineficiente del mRNA de FLUC. 

Para distinguir entre estas dos posibilidades, realizamos un ensayo de traducción en 

células BSR con el objeto de analizar el efecto de la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK 

sobre la traducción de transcriptos sintéticos. Utilizamos un mRNA que mimetiza el 

mRNA de N de TCRV y contiene al gen reportero FLUC entre las secuencias 5'UTR y 

3'UTR del mRNA viral. Como control utilizamos un mRNA sintético que mimetiza un 

transcripto celular, el cual contiene la secuencia de FLUC precedida por la región 5'UTR 

del mRNA de β-globina y en el extremo 3'UTR posee una secuencia poli(A) (Figura 

35A). 

Ambos tipos de mRNAs se transfectaron en células BSR, las cuales luego se 

trataron con U0126 (15 µM) durante 4 h. Mientras que la expresión del mRNA celular 

disminuyó ligeramente, los niveles de traducción del mRNA viral en los cultivos tratados 

con U0126 no difirieron significativamente de los niveles detectados en las células no 

tratadas (Figura 35B). Estos resultados sugieren que la inhibición de la síntesis de 

genoma de JUNV (Figura 32B) y de la expresión de FLUC a partir de los análogos del 

segmento S de TCRV (Figura 34B) en los cultivos tratados con U0126 no podría 

atribuirse a un efecto adverso del compuesto sobre la traducción del mRNA viral.  

 

 

Figura 35. Efecto del U0126 sobre la traducción de mRNA virales. 

(A) Esquema de los mRNAs sintéticos empleados en el ensayo de traducción en células BSR. (B) Células 

BSR fueron transfectadas con el mRNA viral o celular, junto con un transcripto (RLUC) que permite la 
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expresión de RLUC de manera independiente de cap. Luego las células se trataron o no con U0126 (15 

µM) durante 4 h. Finalmente, se cuantificó la actividad de FLUC y RLUC y los datos de la actividad de 

FLUC se normalizaron respecto a la expresión de RLUC. Se representa el promedio obtenido a partir de 

un experimento representativo realizado por triplicado ± DE. Los datos fueron analizados mediante 

ANOVA y posterior test de Tukey (***p<0,001). 

 

 

4.2.5. Efecto de la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK sobre la 

fosforilación de eIF2α 

 

eIF2α es un factor celular esencial para la etapa de iniciación de la traducción 

celular que es activo en su estado hipofosforilado. Se ha descrito que inhibidores de 

MEK, como U0126, pueden promover la fosforilación de eIF2α inhibiendo así el proceso 

de traducción celular (214). Por lo tanto, para determinar si los efectos provocados por 

la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK se relacionaban con cambios en la fosforilación de 

eIF2α se procedió a cuantificar los niveles de eIF2α fosforilado (p-eIF2α) tras el 

tratamiento con U0126 de células Vero infectadas o no con JUNV. En concordancia con 

los resultados obtenidos en estudios previos (85), en ausencia de U0126, los niveles 

de fosforilación de eIF2α en células infectadas con JUNV fueron comparables a los de 

cultivos no infectados (Figura 36). Además, la inhibición de la vía no alteró los niveles 

de p-eIF2α ni en las células sin infectar ni en las infectadas con JUNV (Figura 36). Estos 

resultados indican que la inhibición de la síntesis de macromoléculas virales observada 

en cultivos tratados con U0126 no estaría relacionada con un aumento de la 

fosforilación de eIF2α. 
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Figura 36. Influencia de la inhibición de la vía de Raf/MEK/ERK sobre la fosforilación de eIF2α. 

(A) Células Vero infectadas o no con JUNV (m.i.=1) se incubaron desde las 36 hasta las 48 h p.i. en 

presencia o en ausencia de U0126 (15 µM) y los niveles de fosforilación de eIF2α se analizaron por WB 

a las 48 h p.i. (B) Cuantificación de la expresión de p-eIF2α. Se representa el promedio obtenido a partir 

de un experimento representativo realizado por triplicado ± DE. Los datos fueron analizados mediante 

ANOVA y posterior test de Dunnett (p>0,05). 
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5. Discusión 
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El área de incidencia de la FHA ha ido creciendo desde el primer aislamiento de 

JUNV en 1958, lo cual ubica a este virus en la categoría de patógeno humano 

emergente con alta capacidad de dispersión (80). La terapia para FHA no está basada 

en compuestos antivirales específicos sino en el tratamiento paliativo de los síntomas 

y la administración de suero inmune. Candid#1 ha demostrado ser una vacuna segura, 

inmunogénica y efectiva en la prevención de FHA, sin embargo, presenta los riesgos 

inherentes a una vacuna basada en virus atenuado. Asimismo, el empleo de los 

arenavirus causantes de fiebres hemorrágicas como potenciales componentes de 

armas biológicas empleadas en bioterrorismo ha despertado en las últimas décadas 

gran interés en los estudios básicos y aplicados de estos agentes en relación con sus 

propiedades biológicas, su interacción con componentes celulares y con el desarrollo 

de vacunas, nuevos agentes terapéuticos y mejores pruebas de diagnóstico. 

El objetivo del presente trabajo fue analizar la participación de las vías 

dependientes de MAP quinasas Raf/MEK/ERK y p38 en la infección con JUNV en 

cultivos celulares y dilucidar el papel que juega la cascada Raf/MEK/ERK en diferentes 

etapas de la replicación viral. 

Teniendo en cuenta los antecedentes acerca de la importancia de la ruta de 

señalización Raf/MEK/ERK en la replicación de diversos virus (Figuras 8 y 9) y algunos 

resultados que habían sido previamente obtenidos por nuestro grupo de trabajo, se 

comenzó analizando la implicancia de esta vía en la multiplicación de JUNV. En el 

desarrollo de la presente investigación se encontró que, sumado a los resultados 

previos que indicaban un aumento en los niveles de fosforilación de ERK en células 

Vero infectadas con JUNV, la infección con este virus también induce la activación de 

ERK en las líneas celulares humanas A549 y U937 (Figura 11). La activación de la vía 

a las 24 h p.i. resultó ser aproximadamente 4, 3 y 7 veces superior al nivel basal de 

activación de los cultivos sin infectar en las células Vero, A549 y U937, 

respectivamente. La capacidad de activar esta cascada de señalización en diferentes 

tipos celulares también ha sido reportada para otros virus con genoma RNA 

(117,123,136,137,151–158,125,159,215,126,129–132,134,135).  

La activación de ERK no siempre lleva a la localización de p-ERK en el núcleo. La 

proteína celular Sef, por ejemplo, es un inhibidor de la vía que se activa frente a 

determinados estímulos, provocando que p-ERK quede retenida en el citoplasma. Este 

regulador impide que, una vez fosforilada, ERK se disocie de MEK, por lo cual en este 

caso p-ERK sólo induciría la fosforilación de factores citoplasmáticos. Por el contrario, 
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la traslocación de p-ERK al núcleo habilita la fosforilación de diversos factores de 

transcripción nucleares. Por consiguiente,  la localización intracelular de ERK afecta el 

tipo de respuesta celular que se desencadena (97). Los ensayos de IFI para la 

detección de p-ERK permitieron establecer que, en cultivos de células Vero, JUNV no 

sólo induce la fosforilación de ERK, sino que además provoca su traslocación al núcleo 

(Figura 12). En este sentido, existen escasos reportes acerca de la localización de ERK 

una vez que la misma es activada por una infección viral o en células que expresan 

proteínas virales. Se ha descripto que la infección de cultivos celulares con el 

rhadinovirus del mono Rhesus, un gammaherpesvirus, provoca la traslocación casi total 

de p-ERK al núcleo celular (216), mientras que por el contrario,  la expresión de la 

proteína de tegumento Us2 del virus pseudorabia, un alfaherpesvirus, induce la 

relocalización de p-ERK en la región perinuclear sin que se detecte p-ERK en el núcleo 

(217). Sin embargo, la gran mayoría de los estudios acerca de la activación de la vía 

Raf/MEK/ERK por parte de virus o componentes virales no analizan la distribución 

intracelular de p-ERK. 

 El análisis de la cinética de fosforilación de ERK durante las primeras horas de 

infección con JUNV en las células Vero mostró que el virus induce una primera 

activación intensa a los 15 y 30 min luego de iniciada la infección y una activación de 

menor intensidad a las 7 h p.i. (Figura 13). Este tipo de activación bifásica de la vía ha 

sido previamente descripta para varios virus con genoma RNA como RVA, CVB3, EV-

A71, IAV y RSV (125,129,130,134,154,156,157) Por otra parte, la incubación de las 

células Vero con partículas de JUNV inactivadas con luz UV sólo indujo la activación 

temprana de ERK (Figura 13), en concordancia con lo que otros autores han 

demostrado para YFV, CVB3 y EV-A71 (125,130,134). La falta de activación tardía de 

Raf/MEK/ERK exhibida por las partículas de JUNV inactivadas estaría indicando que el 

primer pico de activación podría ser consecuencia de los procesos iniciales del ciclo de 

multiplicación de JUNV, como la adsorción o la internalización de la partícula viral, 

mientras que la segunda fase de activación de la vía solo ocurre si la partícula viral 

ingresante es capaz de replicar.  

Para aquellos virus para los cuales se ha descripto una activación bifásica de 

Raf/MEK/ERK, a semejanza de lo observado para JUNV, la primera etapa de activación 

ocurre entre los 10 y 30 min p.i y en el caso de los virus RVA, CVB3, EV-71 y RSV se 

ha propuesto que la misma sería consecuencia de la interacción de las proteínas de la 

superficie viral con el receptor celular (125,130,134,157). La activación de 
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Raf/MEK/ERK a través de la interacción de proteínas de la superficie viral con el 

receptor también ha sido reportada para HIV, HCV y DENV (121,133,139,140). Como 

se mencionó en la introducción, el receptor celular utilizado por JUNV es TfR1 (9) y se 

conoce que la interacción  de TfR1 y TfR2 con sus respectivos ligandos dispara la 

fosforilación de ERK (218,219). Sin embargo, a diferencia de lo observado cuando 

JUNV interacciona con la célula a 37 °C, la interacción del virus con su receptor a 4 °C 

no provocó un incremento en los niveles de fosforilación de ERK respecto a los cultivos 

no infectados (Figura 14), lo cual podría indicar que no solamente es necesaria la unión 

del virus a su receptor, sino también la internalización de la partícula viral para 

desencadenar la señalización vía ERK. Con el objetivo de corroborar estos resultados, 

se realizaron diferentes ensayos que no fueron incluidos en el presente trabajo en los 

cuales se intentó evaluar el grado de fosforilación de ERK en células infectadas con 

JUNV y tratadas o no con diferentes compuestos que inhiben la endocitosis mediada 

por clatrina, como la CZ, la dansilcadaverina o el dinasore. Sin embargo, no fue posible 

sacar conclusiones a partir de estos experimentos dado que la presencia de estos 

inhibidores provocaba un incremento en los niveles de p-ERK, incluso en aquellos 

cultivos celulares no infectados. 

Como se mencionó en la introducción, los arenavirus del VM LCMV y LASV 

modularían la vía Raf/MEK/ERK con efectos opuestos. Mientras que se ha descripto 

que la infección con LCMV produce una leve activación de la vía a las 2 h p.i. en 

fibroblastos de ratón que expresan la molécula CD1 (células L-CD1) (117), la infección 

con LASV en las células WI-26 VA4 (epitelio pulmonar humano) impide la activación de 

la misma (160). El principal receptor celular utilizado por LCMV y LASV es el αDG (9), 

lo cual podría explicar la ausencia de activación de la vía en los primeros minutos de la 

infección, que sí es posible observar en las células infectadas con JUNV. Se ha 

demostrado que la unión de LASV al receptor αDG provoca el secuestro de MEK por 

parte del dominio citoplasmático del αDG, impidiendo la fosforilación de ERK. Algo 

similar se ha descripto ante la unión de la laminina LG4 al αDG, interacción que también 

resulta en la falta de activación de la vía Raf/MEK/ERK frente a un estímulo activador 

(160). Cabe destacar que estos estudios se enfocan en analizar el estado de activación 

de la vía al inicio de la infección y no existen reportes acerca de los niveles de 

fosforilación de ERK a tiempos más avanzados de la infección con mammarenavirus 

del VM. 
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En cuanto a la activación tardía de Raf/MEK/ERK inducida por JUNV en las células 

Vero, la misma podría ser consecuencia de la síntesis de macromoléculas virales, como 

la síntesis de RNA o de proteínas virales, pero tampoco puede descartarse que el 

transporte de los componentes virales a la membrana plasmática, donde tiene lugar el 

ensamblaje de la progenie viral, pueda desencadenar la activación de la vía. En este 

sentido se ha establecido que en el caso de CVB3 el segundo pico de activación de 

ERK coincide con el máximo de replicación viral (130); por el contrario, la activación 

tardía de la vía en células MDCK (riñón canino) infectadas con IAV sería consecuencia 

de la acumulación de la glicoproteína viral HA en la membrana plasmática (152). 

Llamativamente, la activación bifásica de la vía Raf/MEK/ERK no parece ser una 

característica que abarque a todos los influenzavirus ya que en el caso de la infección 

de células MDCK con IBV se detectó un incremento progresivo de la fosforilación de 

ERK entre los 15 min y las 8 h p.i. (151). 

Contrariamente a la activación bifásica que mostraron las células Vero, en las 

células A549 la infección con JUNV produjo una leve y sostenida activación de ERK 

entre los 15 min y las 5 h p.i. (Figura 15). Tanto en células Vero como en células A549, 

JUNV ingresa a través de un mecanismo de endocitosis mediada por el receptor TfR1, 

con participación de la proteína clatrina (220). Por lo tanto, la diferencia en el perfil y 

magnitud de la activación de ERK detectada en células A549 podría atribuirse a una 

menor eficiencia de infección en estas células respecto a lo que ocurre en las células 

Vero. De hecho, en cultivos infectados a una m.i. de 1 UFP/célula, transcurrido 1 día de 

infección, el rendimiento viral obtenido en las células A549 es aproximadamente 10 

veces menor al que se alcanza en las células Vero y esto podría ser consecuencia de 

un menor número de células inicialmente infectadas. En consecuencia, cuando se 

analiza la activación de la vía Raf/MEK/ERK en células A549 a tiempos tempranos de 

la infección, ERK podría encontrarse activada en un número reducido de células, por lo 

que se dificultaría su detección por WB.  

Otra diferencia importante entre las células Vero y A549 consiste en que las 

segundas son productoras de IFN tipo I, mientras que las células Vero sólo son capaces 

de responder al mismo, pero no de producirlo (221). Los antecedentes respecto a la 

relación entre el IFN y la activación de Raf/MEK/ERK aportan resultados 

contradictorios. En algunos casos se ha descripto que el IFN induciría la activación de 

ERK (147,222–227) o inhibiría la activación de fosfatasas que regulan negativamente 

la activación de la vía (225) y en consecuencia esto conduciría a niveles de p-ERK 
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sostenidos en el tiempo. Por el contrario, existen también reportes que postulan al IFN 

como un regulador negativo de la fosforilación de ERK (228).  

Nuestros resultados y los datos obtenidos a partir de la bibliografía indican que las 

características de la activación de Raf/MEK/ERK dependerían tanto del virus como del 

sistema celular empleado. Se ha demostrado que la magnitud y duración de la 

activación de la vía están reguladas por la naturaleza del estímulo inductor y por la 

actividad de diferentes factores celulares que actúan como reguladores de dicha 

activación. Como ejemplo podemos citar el caso de las células PC12 (glándula adrenal 

de rata), en las cuales el tratamiento con el factor de crecimiento nervioso induce una 

activación sostenida de la vía conduciendo a la diferenciación celular, mientras que el 

tratamiento con el factor de crecimiento epidérmico provoca una estimulación transitoria 

de Raf/MEK/ERK promoviendo la proliferación celular. Se comprobó que estos factores 

de crecimiento provocarían la activación de diferentes componentes que se encuentran 

río arriba de ERK en la cascada de señalización (94,97). Teniendo en cuenta estos 

antecedentes, la estimulación a diferentes niveles de la cascada de señalización 

también podría explicar las diferencias en el perfil de activación de la vía observada en 

la infección por distintos virus.  Por otra parte, es sabido que dependiendo del contexto 

celular en el cual ocurre la activación de la vía Raf/MEK/ERK, la misma puede conducir 

a diferentes respuestas por parte de la célula. Existen factores celulares que regulan la 

magnitud de la activación de ERK, como las proteínas KSR (quinasa supresora de RAS) 

y MP1 (socia de MEK-1), las cuales interaccionan con diferentes componentes de la 

vía incrementando los niveles de p-ERK (97). Por lo tanto, las diferencias encontradas 

en la intensidad y en el perfil de activación temprana de ERK en las células Vero y A549 

infectadas con JUNV no sólo podrían explicarse por una menor eficiencia de infección 

en las células A549, sino también por la expresión diferencial en ambos tipos celulares 

de factores reguladores de la vía. 

De forma similar a los resultados previamente obtenidos por nuestro grupo en las 

células Vero, el tratamiento con U0126 de los cultivos de células U937 y A549 inhibió 

la replicación de JUNV de forma dosis-dependiente (Figura 16). Asimismo, el 

silenciamiento de ERK causó una reducción importante de la multiplicación viral en las 

células Vero y A549. (Figura 18). Estos resultados, sumados al hecho de que el 

tratamiento con PMA, activador de la vía, produjo un incremento notable del rendimiento 

viral (Figura 19), sugieren que la activación de la vía Raf/MEK/ERK promueve la 

multiplicación de JUNV en diferentes tipos celulares. 
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 Otras investigaciones han demostrado que la activación de la vía inducida por el 

tratamiento con PMA  promueve la multiplicación viral, incrementando los niveles de 

DNA viral en células Vero o HEL-299 (fibroblastos de pulmón humano) infectadas con 

el virus BK (Polyomaviridae) (229) o aumentando la producción de virus en células 

murinas o de murciélago persistentemente infectadas con EboV (230). Cabe destacar 

también un trabajo publicado en 1995 en el cual se había reportado que el tratamiento 

con PMA de células THP-1 (monocitos humanos) infectadas con PICV provocaba una 

incremento en la producción de RNAs virales (231). Si bien el PMA es utilizado para 

inducir la diferenciación de las células THP-1, su efecto sobre la multiplicación viral 

podría explicarse a través de la inducción de la expresión de factores celulares que 

intervienen en el ciclo viral. Como se señaló en la introducción, el PMA promueve la 

activación de la cascada de señalización dependiente de PKC y de manera indirecta la 

activación de la vía Raf/MEK/ERK, por lo cual podría pensarse que la activación de 

PKC también podría favorecer la multiplicación viral y ser en parte responsable del 

incremento en la producción de virus en los cultivos de células Vero infectados con 

JUNV y tratados con PMA (Figura 19). Sin embargo, recientemente se han presentado 

evidencias que sostienen que la vía PKC actuaría como un regulador negativo de la 

multiplicación de TCRV ya que la inhibición de esta vía favorece la replicación viral 

(232).  

Resulta interesante resaltar que se ha reportado que el tratamiento con PMA, al 

igual que la infección con JUNV en células Vero (Figura 12), induce tanto la fosforilación 

de ERK como su traslocación al núcleo celular (97), por lo cual sería interesante en un 

futuro investigar si dicha traslocación es una condición necesaria para promover la 

multiplicación de JUNV. 

 

A continuación, se investigó la implicancia de la vía p38 en la multiplicación de 

JUNV. Se demostró que el virus induce la activación intensa y sostenida de esta vía en 

células Vero a partir de las 24 h p.i. (Figura 20), mientras que, durante las primeras 

horas de la infección, correspondientes al primer ciclo de multiplicación viral, solamente 

se detectó una leve activación de p38. Probablemente, la activación intensa observada 

a partir de las 16 h p.i. sea consecuencia de un mayor número de células infectadas, lo 

que permite detectar niveles mayores de activación de la vía. Un perfil similar de 

activación de la vía p38 en células Vero ha sido descripto para SARS-CoV, el cual 

también induce una activación de p38 creciente que alcanza un máximo a las 18 h p.i. 
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(181,182). El mammarenavirus PICV, que produce en cobayos una patología similar a 

la que LASV causa en humanos, también induce la activación de p38. Se han 

caracterizado dos cepas virales que difieren en el grado de virulencia exhibido en 

cobayos: la cepa atenuada P2 y la cepa patógena P18, la cual da lugar a una infección 

letal en este modelo animal.  Un abordaje quinómico realizado en macrófagos murinos 

demostró que estas cepas presentan cinéticas de activación diferentes ya que la cepa 

patógena P18 indujo una activación significativa recién a las 16 h p.i. mientras que la 

cepa no patógena P2 exhibió un nivel máximo de activación de la vía entre las 2 h y 4 

h p.i. (201).  

Por otro lado, en los cultivos de células humanas HEK-293 y HeLa infectados con 

JUNV no se detectó un incremento en la fosforilación de p38 a las 24 h p.i. (Figuras 

24B y C). En las células de HeLa se observó una disminución de la fosforilación de p38 

respecto al control no infectado, mientras que la infección de las células HEK-293 no 

produjo una alteración significativa de los niveles de p-p38 respecto a las células sin 

infectar. Estas diferencias observadas respecto de las células Vero podrían estar 

relacionadas con la menor eficiencia de infección del virus en las líneas celulares 

humanas. Contrariamente a nuestros resultados, otros virus con genoma RNA inducen 

la activación de p38 en cultivos de células humanas con distintas cinéticas, como por 

ejemplo el virus Ross River (RRV), ZIKV, DENV, HCV, RSV y hPIV 

(173,186,189,193,196,233–235) 

La inhibición de la actividad de p38 en células Vero tratadas con los compuestos 

SB203580 y SB202190 causó una reducción dependiente de la dosis de los títulos 

virales (Figuras 21B y C) y una disminución en el número de células que expresan N 

(Figuras 22A y B). Además, a concentraciones crecientes del compuesto SB203580 se 

produjo una disminución progresiva de la expresión de la proteína N (Figura 22C). Estos 

resultados indican que la activación de p38 sería necesaria para una infección 

productiva.  

Por otro lado, el tratamiento con el inhibidor SB202190 en células HeLa y HEK-

293 provocó la reducción de los niveles de p-p38 (Figuras 24B y C), de la expresión de 

N (Figuras 24B y C) y de la multiplicación viral (Figuras 24D y E). En las células HEK-

293 esta correlación sólo se observó a la mayor concentración de compuesto ensayada. 

En el caso de los cultivos de células HEK-293 tratados con la concentración 50 μM de 

SB202190, se deberían realizar nuevos experimentos independientes a fin de 

corroborar el hecho de que se produzca la inhibición de la multiplicación del virus sin 
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que se detecte una disminución significativa de la fosforilación de p38, ya que esto 

indicaría que el compuesto podría tener un efecto adicional a la inhibición de p38 capaz 

de interferir con la multiplicación de JUNV. 

Por último, si bien el virus no provocó un incremento de la activación de la ruta 

p38 en las células humanas, la inhibición de la vía afectó la multiplicación viral y estos 

resultados sugieren que los niveles basales de activación de p38 serían suficientes para 

promover la replicación del virus. Esto también se ha comprobado en la infección de 

células A549 con RSV, en las cuales RSV no induce la activación de p38 pero la 

inhibición de la vía provoca la disminución de la síntesis de proteínas virales y de los 

títulos virales (197). El hecho de que bajos niveles de activación de p38 alcancen para 

favorecer la multiplicación de JUNV podría explicar por qué la activación adicional de la 

vía p38 mediada por el compuesto anisomicina no causa un incremento en los niveles 

de producción de virus respecto a los cultivos no tratados (Figura 23). De todas formas, 

no podemos excluir que a otros tiempos de infección diferentes al analizado en este 

trabajo (24 h p.i.) se pueda detectar la activación de p38 en estos cultivos de células 

humanas. 

Como se comentó previamente, la expresión de proteínas virales y la interacción 

de proteínas virales con el receptor celular son fenómenos capaces de provocar la 

fosforilación de p38. Actualmente, el conocimiento acerca de la participación de esta 

vía de señalización en el ciclo de multiplicación de los virus es sumamente escaso. Si 

bien se ha demostrado que su inhibición provoca una disminución en los niveles de 

RNAs y proteínas virales y en la apoptosis inducida por la infección de ciertos virus, no 

se conoce el mecanismo por el cual esta vía promovería la multiplicación viral. Se ha 

demostrado que p38 es necesaria para el transporte al núcleo del complejo ciclina B1-

CDK1 durante la infección de HCV en células HepG2, lo que permitiría regular el ciclo 

celular y favorecer la replicación viral (188) y en el caso de los influenzavirus, p38 

participaría del tráfico de las RNPs virales al núcleo luego de la internalización de los 

viriones (193). Hasta el momento, esta área de investigación dentro del campo de la 

virología ha sido pobremente explorada por lo que sería interesante continuar los 

estudios tendientes a comprender los mecanismos que subyacen a la activación de la 

vía y que influyen en los diferentes eventos de la multiplicación de los mammarenavirus.  
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En el segundo capítulo de este trabajo de tesis se investigó con mayor profundidad 

la implicancia de Raf/MEK/ERK en la multiplicación de JUNV analizando el efecto de la 

modulación de la vía en diferentes etapas del ciclo de multiplicación viral. 

Como se mencionó anteriormente, la infección con JUNV en células Vero indujo, 

durante los primeros minutos de la infección, una primera fase de activación de la vía 

Raf/MEK/ERK. Con el objetivo de determinar si esta activación temprana era necesaria 

para el ingreso del virus a la célula, se examinó el efecto del tratamiento con U0126 

sobre las etapas iniciales de la multiplicación viral. Se demostró que la inhibición de la 

vía no afectó ni el proceso de adsorción, ni el de internalización de JUNV a la célula 

(Figuras 25 y 26), siendo estos resultados coincidentes con los reportados para el 

flavivirus YFV (126) y para IAV (236). 

A su vez, el análisis del efecto del tratamiento con U0126 sobre el desnudamiento 

viral mostró que, en presencia del inhibidor, el desnudamiento del virus presenta una 

cinética similar a la obtenida en los cultivos sin tratar (Figura 27). Por otra parte, se 

determinó que la incubación de células Vero con U0126 no modifica el pH de las 

vesículas ácidas intracelulares, tal como muestran los ensayos de tinción con naranja 

de acridina (Figura 27). Estos resultados difieren de los reportados por otro grupo de 

investigación (125), el cual ha descripto que el tratamiento con U0126 provoca un 

incremento en el pH de las vesículas endosomales en células MA-104, células que al 

igual que las células Vero han sido obtenidas a partir de riñón de Cercopithecus 

aethiops. A su vez, estos autores comprobaron que el tratamiento de estas células con 

el inhibidor impide el desnudamiento de las partículas de RVA incorporadas por 

endocitosis. Sin embargo, la concentración de U0126 utilizada en este reporte es de 50 

μM, más de tres veces superior a la empleada en el presente trabajo de tesis, lo cual 

podría explicar las diferencias encontradas respecto a la implicancia de la vía 

Raf/MEK/ERK en la acidificación endosomal y el desnudamiento viral.  

Por lo tanto, la activación de la cascada Raf/MEK/ERK no sería necesaria para la 

incorporación de las partículas de JUNV a la célula hospedadora ni tampoco tendría 

influencia en el proceso de liberación de las nucleocápsides virales al citoplasma 

celular.  

En los ensayos mostrados en el capítulo 1, el estudio del efecto del U0126 sobre 

la producción de virus y proteínas virales se había realizado analizando el título viral y 

la expresión de proteica a las 24 h p.i. A los efectos de distinguir cuál era la etapa del 

ciclo viral afectada por la inhibición de la vía, se decidió entonces cuantificar estos 
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parámetros a las 14 h p.i., en células Vero tratadas con el inhibidor a distintos tiempos 

a lo largo de un único ciclo de multiplicación viral. La máxima inhibición de la producción 

de virus infeccioso se observó en aquellos cultivos tratados con U0126 de forma 

temprana (a las 2 h p.i.), sin embargo, el agregado del compuesto a las 10 h p.i. también 

produjo una inhibición significativa del rendimiento viral (Figura 29 D). Por otra parte, la 

mayor reducción en los niveles de expresión de la proteína N (Figuras 29A y B) y de las 

glicoproteínas virales (Figuras 30 y 31), se obtuvo cuando el compuesto U0126 se 

agregó a las 2 h p.i. Estos resultados, sumado a la falta de efecto del inhibidor sobre 

las etapas iniciales de la infección, indicarían que la inhibición de la vía interfiere con 

un evento temprano del ciclo de multiplicación posterior a la penetración de las 

partículas virales a la célula. 

Para diversos virus con genoma RNA, como RVA, HCV, YFV, CVB3, EV-A71 y 

hPIV3, se  ha comprobado que la inhibición de la actividad de ERK provoca la reducción 

de la síntesis de proteínas virales (125,126,130,131,134,147,158) y de la replicación 

del RNA de RVA, YFV, EV-A71 y JEV (125,126,134,147,148). Por el contrario, la 

inhibición de esta vía no afecta la expresión de las proteínas virales en cultivos 

infectados con IBV o RSV (151,159). En cuanto a RSV, se demostró además que la 

activación de la vía sería necesaria para el transporte de la proteína F a la membrana 

plasmática (159). En el caso de JUNV, sin embargo, el análisis comparativo de la 

expresión de GPC/G1 en ensayos de IFI total y de membrana puso en evidencia que, 

si bien los cultivos tratados con U0126 exhiben una reducción en el nivel de expresión 

de las glicoproteínas virales, el transporte de las mismas a la membrana plasmática no 

se encontraría afectado (Figura 31). Sin embargo, estos ensayos no descartan la 

posibilidad de que exista algún efecto de la inhibición de la cascada Raf/MEK/ERK a 

nivel del procesamiento pos-traduccional y maduración del complejo glicoproteico en 

su tráfico hacia la membrana plasmática.  

Al evaluar la acción de los moduladores de la vía Raf/MEK/ERK sobre la síntesis 

de RNA viral, se comprobó que mientras la presencia del inhibidor U0126 redujo de 

forma significativa los niveles de RNA genómico, el tratamiento con PMA estimuló de 

forma marcada la síntesis de RNA viral (Figura 32), siendo esto último coincidente con 

el incremento en la infectividad viral mostrado en la figura 19. Como hemos dicho 

anteriormente, existen reportes en los que se señala que la inhibición de la vía de 

Raf/MEK/ERK afecta negativamente la síntesis de RNA viral. En particular, se ha 



D i s c u s i ó n  | 96 

 

demostrado que durante la infección con YFV, la inhibición de la vía reduce la síntesis 

de RNA viral genómico y antigenómico (126). 

Con el objeto de corroborar la implicancia de Raf/MEK/ERK en la síntesis del RNA 

de los arenavirus, se utilizó un sistema de genética reversa para analizar el efecto del 

tratamiento con U0126 sobre la replicación de análogos de los RNAs genómico y 

antigenómico del segmento S de TCRV, los cuales expresan el gen reportero FLUC. 

Este sistema permitió cuantificar la síntesis de RNA viral en un contexto en el cual las 

proteínas virales N y L se expresan a partir de plásmidos, es decir, de manera 

independiente de la replicación del genoma viral. El bloqueo de la vía Raf/MEK/ERK 

inhibió la replicación de ambos análogos (Figura 34B), confirmando que esta cascada 

de señalización tiene un papel importante en la replicación del genoma de los 

mammarenavirus JUNV y TCRV. 

La realización de un ensayo de traducción en células permitió demostrar que la 

traducción de un mRNA sintético que mimetiza al mRNA que codifica para la proteína 

N de TCRV no se ve afectada por la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK (Figura 35). 

Estos resultados sugieren que la inhibición en la expresión de las proteínas virales en 

los cultivos infectados con JUNV y tratados con el inhibidor U0126 no podría atribuirse 

a un efecto del compuesto sobre la traducción de los mRNAs virales, sino sobre la 

síntesis de RNA viral. Es llamativo que la inhibición de la vía haya afectado 

moderadamente la traducción del transcripto sintético de tipo celular. Sin embargo, este 

efecto adverso no sería relevante para la eficiencia de la traducción celular. De hecho, 

el compuesto U0126 no afectó los niveles de proteínas virales expresados en el 

contexto del sistema replicón (Figura 34C) o los niveles de ERK en las células 

infectadas (Figuras 29A y 36). La vía de señalización de Raf/MEK/ERK no solo regula 

la transcripción de genes celulares sino que también ejerce un control pos-

transcripcional de ciertos mRNAs, como aquellos que contienen el elemento rico en AU 

(ARE) y codifican para una variedad de proteínas involucradas en la proliferación celular 

y en las respuestas inmune e inflamatoria (237,238). Por lo tanto, la posibilidad de que 

el compuesto U0126 pueda regular negativamente la traducción de un subconjunto de 

mRNAs celulares debería ser tenida en cuenta.  

Finalmente, se descartó que algunos de los efectos inhibitorios ejercidos por el 

compuesto U0126 se debieran a un incremento de la fosforilación del factor de inicio de 

traducción eIF2α, ya que los niveles de p-eIF2α, tanto en células infectadas como en 

células sin infectar, no se alteraron frente al tratamiento con el inhibidor (Figura 36). Por 
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lo tanto, no existiría una relación entre los niveles de fosforilación de eIF2α y la 

disminución de la traducción del transcripto celular sintético o la reducción de la 

expresión de las proteínas virales frente al tratamiento con U0126. 

En coincidencia con este conjunto de resultados obtenidos con JUNV y TCRV, un 

estudio realizado con un coronavirus no patógeno para el hombre, el virus de la hepatitis 

murina (MHV), mostró que la inhibición de la vía Raf/MEK/ERK interfiere con la síntesis 

de RNA viral sin alterar la capacidad del virus de ingresar a la célula y sin afectar la 

traducción de los mRNAs virales  (239) 

Si bien los resultados obtenidos mostraron que el compuesto U0126 ejercería su 

efecto inhibitorio principalmente sobre la síntesis de RNA viral, cabe destacar que la 

presencia del inhibidor entre las 2 y las 14 h p.i. causó una disminución del 50% en los 

niveles de RNA viral (Figura 32B) y una inhibición del 69% de la producción de virus 

infeccioso (Figura 29D). Por otro lado, el tratamiento con U0126 de 10 a 14 h p.i. tuvo 

poco efecto sobre la expresión de la proteína N (Figuras 29A y B), pero produjo una 

reducción de alrededor del 60% del rendimiento viral (Figura 29D). El hecho de que la 

producción de partículas virales infecciosas muestre niveles de reducción mayores a 

los observados para los componentes virales sugiere que la inhibición de la vía podría 

estar afectando no solo la síntesis de RNA sino también eventos posteriores del ciclo 

de multiplicación viral. Es por ello que no se puede descartar la posibilidad de que la 

activación de la vía Raf/MEK/ERK pueda ser relevante en eventos tardíos del ciclo 

replicativo tales como el ensamblaje, la brotación o la liberación de partículas virales al 

medio extracelular. En este sentido, se ha comprobado por ejemplo que ERK se 

incorpora a las partículas de HIV siendo capaz de fosforilar a la proteína p6gag, 

favoreciendo la maduración y liberación del virus al espacio extracelular (122).  

Los resultados mostrados en este segundo capítulo de la tesis señalan que la 

activación de la vía Raf/MEK/ERK promovería la síntesis de RNA viral (Figura 37).  Una 

posible explicación para estos resultados sería que esta ruta de señalización regule la 

fosforilación de algún componente del virus involucrado en los procesos de 

transcripción/replicación del RNA de JUNV. La fosforilación dependiente de ERK de 

proteínas virales ha sido descripta por ejemplo para HIV (122,240). Gran parte del  

conocimiento existente sobre la participación de ERK en la replicación de un virus con 

genoma RNA proviene de los estudios realizados con los virus IAV e IBV 

(151,152,154,236). Sin embargo, a diferencia de los resultados obtenidos en el 

presente trabajo, la inhibición de la vía no afecta la síntesis de RNA de IAV e IBV, sino 
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que interfiere con la salida del núcleo celular de las RNPs recién sintetizadas, lo cual 

impide la llegada de las RNPs a la membrana plasmática donde ocurre el ensamblaje 

de las partículas virales (151,154). Algunas evidencias muestran que ERK mediaría la 

fosforilación de una de las proteínas no estructurales de IAV, la proteína NS1, sin 

embargo,  hasta el momento no se ha demostrado que dicha proteína participe de la 

exportación de las RNPs virales del núcleo al citoplasma de la célula (241). 

 En el caso de JUNV, el análisis de la secuencia de aminoácidos de las proteínas 

N, L y Z, realizado mediante el programa PhosphoMotif Finder (http://www.hprd.org), 

reveló que las proteínas N y L de JUNV contienen 3 y 22 sitios consenso de fosforilación 

por ERK, respectivamente. Como se mencionó en la introducción, mediante un sistema 

de genética reversa se comprobó que la auto-asociación entre moléculas de N, así 

como la interacción entre N y L, son indispensables para la transcripción y replicación 

del RNA de TCRV (43,242). Por lo tanto, la fosforilación de N o L, mediada de forma 

directa o indirecta por ERK, podría ser relevante para la formación y/o actividad de los 

complejos de proteínas virales que llevan a cabo la síntesis del RNA viral. En 

consecuencia, el bloqueo de la señalización de ERK podría dificultar la fosforilación de 

las proteínas virales inhibiendo así la replicación del genoma de JUNV y TCRV. De 

hecho, y corroborando la importancia de N en la replicación del genoma de los 

mammarenavirus, se ha demostrado que dos residuos de aminoácidos presentes en la 

proteína N de LCMV, que se encuentran conservados en todos los arenavirus de 

mamíferos, son esenciales en la regulación de la replicación del RNA viral (53). 

Asimismo, existe un reporte en el cual se describe que la proteína N de LCMV sería 

fosforilada en residuos serina y treonina (243). 

Además del requisito de una interacción coordinada entre las proteínas N y L con 

el RNA, la síntesis de RNA viral involucraría interacciones con factores de la célula 

hospedadora (244). Por lo tanto, existe la posibilidad de que algún factor celular 

implicado en los procesos de replicación y transcripción viral sea sustrato de ERK y por 

lo tanto su actividad esté regulada por esta ruta de señalización (Figura 37).  Se ha 

propuesto que la RNA polimerasa L de los arenavirus formaría parte de dos complejos 

diferentes, uno encargado de la transcripción y otro de la replicación del genoma y se 

ha sugerido que los factores celulares involucrados en dichos complejos podrían ser 

diferentes. En el caso de los virus con genoma RNAcs de polaridad negativa estos 

factores interactuarían con L y/o modificarían la conformación  de los extremos 3’UTR 

y 5’UTR del RNA favoreciendo o bien la transcripción o bien la replicación del genoma  
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(245–247). Se ha descripto, por ejemplo, la interacción del complejo de la polimerasa 

de influenzavirus con la enzima RNA polimerasa II, lo cual permitiría no sólo el robo del 

cap a los mRNAs celulares sino también la estabilización del complejo 

ribonucleoproteico a fin de que sólo tenga lugar la transcripción del RNA viral y no su 

replicación (248,249). 

 Asimismo, recientemente se ha demostrado que la proteína prohibitina (PHB), 

proteína involucrada en la activación de las quinasas Raf, interactúa con la proteína N 

de LCMV (244). En el mismo trabajo se demostró además que el tratamiento con 

rocaglamida, un compuesto que inhibe la actividad de PHB, reduce la producción de 

virus en cultivos celulares infectados con LCMV, LASV o JUNV y afecta la síntesis de 

RNA de LCMV, proporcionando evidencia adicional de la relevancia que tendría la 

activación de la vía Raf/MEK/ERK en la síntesis de RNA de los mammarenavirus. 

 

 

 

Figura 37. Papel de la vía Raf/MEK/ERK en la multiplicación de JUNV. 

Los ensayos realizados en células Vero mostraron que la internalización viral provocaría la activación 

temprana de la vía Raf/MEK/ERK, mientras que la activación tardía de la vía se daría como consecuencia 

de la multiplicación viral. La infección induce además la traslocación de p-ERK al núcleo, por lo cual, 

factores celulares tanto nucleares como citoplasmáticos podrían ser fosforilados por p-ERK e incluso se 

promovería la traslocación de factores nucleares, como algunas hnRNPs, al citoplasma de la célula. La 

estimulación de la síntesis de RNA viral promovida por la activación de la vía podría ser entonces 

consecuencia de la fosforilación mediada por ERK, de forma directa o indirecta, de factores celulares o 

virales involucrados en la transcripción y replicación del genoma viral. 
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Como se mencionó en la introducción, las hnRNPs son proteínas de unión a RNA 

que participan en diferentes eventos a lo largo de ciclo de multiplicación de diversos 

virus, habiéndose establecido un rol importante de varias de estas proteínas celulares 

en la síntesis de RNA de algunos virus con genoma RNA como HCV, DENV, IAV, 

picornavirus, rhabdovirus y coronavirus (90,250,251). Resultados previos obtenidos por 

nuestro grupo han demostrado que JUNV induce la traslocación al citoplasma de las 

hnRNPs A1, A2 y K, lo cual a su vez favorece la multiplicación viral (91,92). Asimismo, 

se corroboró la interacción de la proteína N de JUNV con hnRNP A1 (91) y hnRNP K 

(86). La vía Raf/MEK/ERK regula la fosforilación de hnRNP K promoviendo el transporte 

de esta proteína al citoplasma (252), mientras que la quinasa MNK1 (del inglés: MAP 

kinase signal-integrating kinases 1), cuya actividad depende de la activación de las vías 

de señalización Raf/MEK/ERK y p38, tiene como sustrato de fosforilación a hnRNP A1, 

la cual una vez fosforilada se traslocaría al citoplasma de la célula (253,254). Por lo 

cual, es posible que la activación de la vía Raf/MEK/ERK inducida por la infección viral 

conduzca a la fosforilación y acumulación citoplasmática de algunos componentes 

celulares, como por ejemplo las hnRNPs A1 y K, los cuales podrían formar parte o 

interactuar con los complejos de transcripción/replicación promoviendo la síntesis de 

RNA viral (Figura 37). 

 

Los avances recientes en el conocimiento de la biología de los arenavirus han 

contribuido en gran medida al desarrollo de nuevos tratamientos antivirales que se 

encuentran aún en etapa de experimentación (4). La capacidad de los virus de modular 

la actividad de las cascadas de transducción de señales les permite crear un ambiente 

intracelular adecuado para favorecer su propia replicación. Por este motivo, las vías de 

señalización celular representan un blanco atractivo para el desarrollo de nuevas 

estrategias antivirales con bajo riesgo de aparición de resistencia viral y que además 

podrían ser efectivas contra diferentes arenavirus. Este trabajo constituye el primer 

estudio que aborda de manera específica la interacción de los mammarenavirus con 

las vías de señalización Raf/MEK/ERK y p38, incluyendo además un análisis detallado 

de la relevancia de la vía Raf/MEK/ERK en diferentes eventos a lo largo de la infección 

viral. En la actualidad se dispone de una variedad de compuestos de nueva generación, 

capaces de inhibir de manera específica cada una de las vías dependientes de MAP-
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quinasas. Algunos de estos compuestos presentan buenos perfiles de seguridad y han 

sido aprobados, o se encuentran actualmente en fase clínica de experimentación, para 

el tratamiento de diferentes patologías en el hombre, por lo cual constituyen una 

alternativa prometedora en el desarrollo de nuevas terapias antivirales para hacer frente 

a la infección por mammarenavirus. 
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6. Conclusiones 
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• JUNV induce la activación de la vía Raf/MEK/ERK tanto en células Vero como 

en las líneas celulares humanas A549 y U937. En las células Vero se corroboró además 

que la infección promueve la traslocación de p-ERK al núcleo celular. 

• El perfil y la intensidad de activación de la vía Raf/MEK/ERK depende del tipo 

celular. En las células Vero se observa una clara activación bifásica: una fase temprana 

de activación inducida por la entrada del virus a la célula y una segunda activación 

tardía que requiere de la multiplicación viral. 

• La activación de la vía p38 en cultivos celulares infectados con JUNV durante 24 

h depende del tipo celular ensayado. En células Vero se detectó un incremento 

significativo de la activación de la vía, mientras que en las líneas celulares humanas 

HeLa y HEK-293 no se observó un aumento en los niveles de p-p38. 

• La inhibición de las vías Raf/MEK/ERK y p38 afecta la expresión de proteínas 

virales y la multiplicación del virus. Por lo tanto, ambas vías de señalización son 

necesarias para la multiplicación de JUNV en distintos cultivos celulares. 

• La activación de la vía Raf/MEK/ERK, mediada por el compuesto PMA, 

promueve la multiplicación de JUNV, mientras que el tratamiento con el compuesto 

anisomicina, activador de la vía p38, no afecta la producción de virus, sugiriendo que 

niveles bajos de p-p38 bastarían para favorecer la multiplicación viral. 

• La inhibición de la vía Raf/MEK/ERK no tiene efecto alguno sobre las etapas 

tempranas (adsorción, internalización y desnudamiento viral) del ciclo de multiplicación 

de JUNV. 

• La vía Raf/MEK/ERK estaría involucrada en la síntesis de RNA viral, pero no en 

la traducción de los mRNAs virales. 

• Los efectos observados en los cultivos tratados con el compuesto U0126, 

inhibidor de la vía Raf/MEK/ERK, no estarían relacionados con una alteración en los 

niveles de fosforilación del factor celular eIF2α. 
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