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Resumen  

 

La familia Arenaviridae comprende los géneros Mammarenavirus y 

Reptarenavirus. El virus Tacaribe (TCRV), prototipo  de los 

Mammarenavirus del Nuevo Mundo, es un virus no pató geno 

filogenéticamente muy cercano a los arenavirus pató genos 

sudamericanos tales como el virus Junín, agente cau sal de la Fiebre 

Hemorrágica Argentina. 

El genoma de los Arenavirus consiste en dos segment os de ARN de 

cadena simple (S y L) que codifican para cuatro pro teínas: la 

nucleoproteína (NP), el precursor de las glicoprote ínas de envoltura 

(GPC), la polimerasa L y la proteína matriz Z. En a mbos segmentos, las 

secuencias codificantes se hallan separadas por una  región intergénica 

(RIG) no codificante, rica en residuos C y G. El pr oducto de la 

transcripción de los ARN S y L son los 4 ARNm subge nómicos a partir de 

los cuales son traducidas las proteínas virales. Es tos ARNm presentan la 

estructura 7-metil-guanosina Cap en el extremo 5’ y  una región 3’ no 

traducible (3’UTR) que carece de cola de poli-Adeno sinas (poliA). En 

todos los arenavirus, la secuencia 3’ UTR de los cu atro ARNm tiene la 

potencialidad de formar una estructura secundaria m uy estable del tipo 

tallo-bucle ( hairpin II). En la región 3’ no traducible del ARNm NP, ade más, 

se observa una región que podría plegarse en un hairpin menos estable y 

una secuencia proximal al codón de terminación, no estructurada. 

Uno de los objetivos de este trabajo de Tesis fue i nvestigar el rol de 

las secuencias 3’ y 5’ no codificantes de los ARNm;  así como la 

dependencia de factores celulares clave y proteínas  virales en su 

traducción. Para eso, se generó un transcripto sint ético que imita al 

ARNm NP de TCRV, y que porta el gen de la Luciferas a de luciérnaga 

(FLUC). Asimismo, se generaron ARNm mutantes con mo dificaciones en 

las regiones no traducibles 3’ y 5’. La evaluación de la eficiencia de 

traducción de los transcriptos fue determinada lueg o de la transfección 

en células eucariotas, mediante la medición de la a ctividad FLUC y la 
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determinación de la estabilidad de los transcriptos , por medio de PCR 

cuantitativa. 

Los resultados indicaron que la deleción que elimin a la totalidad del 

hairpin II, reduce la eficiencia de traducción a niveles q ue corresponden a 

35% de los observados para el transcripto salvaje, sugiriendo que la 

región 3’ no traducible de los ARNm virales, y part icularmente la 

secuencia hairpin II, podría ser esencial. Además, el análisis del e fecto de 

una serie de mutaciones en la región 3’ no codifica nte reveló, en 

conjunto, que la estructura secundaria de la región  que comprende al 

hairpin II y/o su contenido en residuos G/C juega un papel  modulador de 

la traducción. Además, la sustitución de los 20 nts . proximales al codón 

stop causó una reducción significativa en los nivel es de detección de 

FLUC, señalando el requerimiento de la secuencia pr oximal en el proceso 

de traducción.  

El análisis de la contribución de la región 5’ no c odificante 

evidenció que la deleción parcial, ya sea de la reg ión proximal o distal al 

extremo 5’, reduce los niveles de traducción del AR Nm sintético. Estos 

datos podrían indicar que ambas regiones contribuye n al proceso de 

traducción. La sustitución de la secuencia 5’UTR po r una secuencia de 

igual longitud que difiere en su composición nucleo tídica, resultó en 

niveles de traducción aun inferiores a los mostrado s por los mutantes 

con deleción parcial. Asimismo, la substitución por  la región 5’ no 

traducible del ARNm de β_globina resultó en niveles de traducción 

menores a los mediados por el transcripto salvaje. Estos datos indicaron 

que la región 5’ no codificante de los ARNm de TCRV  contienen 

elementos de secuencia o estructura que estimulan l a traducción. 

Un segundo objetivo de este trabajo fue entender cu ál es la 

participación de los factores celulares eIF4G y eIF 4E, así como la 

contribución de proteínas virales en la traducción.  Los resultados 

mostraron que el nivel de actividad FLUC mediado po r el transcripto 

salvaje (con Cap) fue 340 veces mayor que el determ inado para el ARN 

salvaje desprovisto de Cap, sugiriendo la dependenc ia de la estructura 5´ 

Cap para la traducción de los ARNm de TCRV. Además,  se observaron 

niveles de actividad FLUC determinados en ausencia de NP que fueron 
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comparables a los detectados en presencia de cantid ades crecientes de 

NP o en el contexto de una infección con TCRV, indi cando que la 

presencia de NP o de otras proteínas virales no afe cta la eficiencia de 

traducción del ARNm viral. Por otra parte, el análi sis reveló que la 

inactivación del factor eIF4GI reduce los niveles d e traducción de los 

ARNm sintéticos, tanto salvaje como de mutantes des provistos de hairpin 

II. Estos resultados indican que la traducción de a renavirus es 

dependiente de eIF4G y sugieren que la presencia de l hairpin II no es 

determinante para la participación del factor en es e proceso.   

 

Por último, este trabajo de Tesis tuvo como objetiv o generar las 

herramientas necesarias para la obtención de TCRV i nfectivo (clon 

infeccioso) a partir de plásmidos recombinantes. Me diante la utilización 

de construcciones que expresan proteínas fluorescen tes, se 

establecieron las cantidades y proporciones óptimas  de los plásmidos a 

transfectar. Los resultados demostraron que el sist ema desarrollado 

dirige la generación de TCRV recombinante. Este es un recurso muy 

valioso que permite no sólo el desarrollo de vacuna s recombinantes con 

modificaciones especificas controladas y predetermi nadas, sino también 

la realización de estudios mecanísticos en el conte xto de la infección 

viral, para responder a cuestiones fundamentales ac erca de, entre otras, 

la patogénesis de las infecciones virales  
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Familia Arenaviridae y virus Tacaribe.  

 

La familia Arenaviridae está constituida por virus envueltos con 

genoma de ARN de cadena simple. El nombre arenaviru s hace referencia 

a la apariencia granulosa característica que se obs erva al analizar los 

virus por microscopía electrónica (Rowe et al., 197 0a). Estos gránulos 

electrodensos han sido identificados como ribosomas  de la célula 

hospedadora incorporados a las partículas virales d urante el proceso de 

maduración de las mismas (Pedersen, 1979). 

La familia comprende el género Mammarenavirus, que incluye 

actualmente 27 especies asociadas mayoritariamente a mamiferos, y el 

recientemente descripto Reptarenavirus, que incluye  3 especies de virus 

asociados a serpientes (Radoshitzky et al., 2015). En base a su 

distribución geográfica y a su comportamiento en en sayos serológicos, 

los arenavirus fueron inicialmente agrupados en are navirus del Viejo 

Mundo y arenavirus del Nuevo Mundo o complejo Tacar ibe (Figura I1)  

(Casals et al., 1975; Rowe et al., 1970b; Wulff et al., 1978 ). Esta 

clasificación fue posteriormente confirmada luego d el análisis de los 

datos de las secuencias genómicas parciales de vari os miembros de la 

familia (Bowen et al., 1996a; Clegg et al., 1991; G onzalez et al., 1996; 

Griffiths et al., 1992). El análisis filogenético m ostró que los arenavirus del 

Nuevo Mundo se agrupan en tres linajes evolutivos d esignados como 

linajes A, B y C (Bowen et al., 1996b). El linaje B  agrupa a los cinco 

arenavirus productores de fiebres hemorrágicas en S udamérica 

conocidos hasta el momento: los virus Guanarito en Venezuela (GTOV), 

Junín en Argentina (JUNV), Sabia en Brasil (SABV), y Machupo (MACV) y 

Chapare (CHPV) en Bolivia (Delgado et al., 2008). E ste mismo linaje 

incluye al virus Tacaribe (TCRV), prototipo de los virus del Nuevo Mundo, 

que a diferencia de los virus mencionados anteriorm ente parece no ser 

patógeno para el hombre. 
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Figura I1. Filogenia de la familia Arenaviridae, género Mammarenavirus. Filograma 
construido por el método de máxima verosimilitud, e n base a la secuencia aminoacídica 
de la nucleoproteína de los arenavirus indicados. L os valores numéricos en el filograma 
indican los porcentajes de bootstrap (Tomado de (Charrel et al., 2008)). Se indican den tro 
de las áreas mayores los grupos del Viejo o del Nue vo Mundo. Los tres clados (A, B y C) 
de los arenavirus del Nuevo Mundo se indican en las  áreas gris claro. Los nombres de 
los virus patógenos humanos están subrayados en roj o. Alpahuayo (ALLV), Amapari 
(AMAV), Bear Canyon (BCNV), Cupixi (CPXV), Flexal ( FLEV), Guanarito (GTOV), Ippy 
(IPPV), Junin (JUNV), Lassa (LASV), Latino (LATV), virus de la Coriomeningitis 
linfocitaria (LCMV), Machupo (MACV), Mobala (MOBV),  Mopeia (MOPV), Oliveros (OLVV), 
Parana (PARV), Pichinde (PICV), Pirital (PIRV), Sab ia (SABV), Tacaribe (TCRV), Tamiami 
(TAMV) y Whitewater Arroyo (WWAV). 
 

Dentro del Clado B, es particularmente notoria la e strecha relación 

antigénica y genética existente entre los virus Tac aribe y Junín, que se 

evidencia por la reactividad cruzada de anticuerpos  dirigidos hacia cada 

uno de ellos y por la capacidad de TCRV de proteger  cobayos y primates 

del desafío con dosis letales de JUNV (Martinez Per alta et al., 1993). 

Los hospedadores naturales de los Mammarenavirus so n, en 

general, mamíferos. La mayor parte de estos virus h an sido aislados de 

un número restringido de especies de roedores. La e xcepción a esto la 

constituye TCRV, que fue originalmente aislado de m urciélagos 

frugívoros en Trinidad Tobago (Downs et al., 1963) y, mas recientemente, 

a partir de garrapatas recolectadas en Florida, EEU U (Sayler et al., 2014). 

Los arenavirus se distribuyen en áreas geográficas bien definidas, a 

excepción del virus de la coriomeningitis linfocita ria (LCMV), prototipo de 

la familia, cuya distribución es cosmopolita. La di spersión de estos virus 
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está determinada por la distribución geográfica del  hospedador, siendo 

ésta probablemente la causa de la restricción geogr áfica de la mayoría de 

las especies de la familia Arenaviridae (Arata and Gratz, 1975). Una 

característica saliente de los arenavirus es su fac ilidad para establecer 

infecciones persistentes en roedores y en cultivo c elulares (Gimenez and 

Compans, 1980; Rawls et al., 1981). Así, partículas  contaminadas con 

restos de heces, orina y secresiones de los roedore s persistentemente 

infectados, pueden ser aspiradas o entrar en contac to con piel dañada, 

favoreciendo la propagación. 

Muchos arenavirus del Nuevo Mundo son patógenos pro ductores 

de fiebres hemorrágicas en humanos. Entre ellos, JU NV es 

particularmente relevante pues es el agente causal de la la Fiebre 

Hemorrágica Argentina (FHA), una severa enfermedad endemoepidémica 

de la región central de nuestro país. La zona endém ica de la FHA abarca 

una extensa superficie (150.000 km 2), que comprende parte de las 

provincias de Buenos Aires, Córdoba, Santa Fe y La Pampa, un área de 

gran desarrollo agroindustrial, con una población e n riesgo que supera 

los 5 millones de personas. En los últimos años se suma un nuevo grupo 

de riesgo que son los trabajadores rurales migrante s que se desplazan 

cada año principalmente desde la provincia de Santi ago del Estero al área 

endémica para trabajar en el despajonado del maíz, lo que aumenta el 

alerta (Briggiler et al., 2015). 

El principal reservorio natural de JUNV es el ratón  maicero 

(Calomys musculinus). La transmisión del virus a humanos ocurre 

usualmente durante el trabajo en el campo, principa lmente en las 

estaciones de otoño e invierno, con pico en el mes de mayo (Castilla and 

Enria, 2013; Enria et al., 1998), coincidente con e l tiempo de cosecha. 

El periodo de incubación de la enfermedad (de 1 a d os semanas) es 

seguido por una fase asociada a síntomas inespecífi cos que incluyen 

fiebre, dolor muscular y retro-ocular, anorexia, ag randamiento de nódulos 

linfáticos y petequias cutáneas. La viremia está pr esente durante toda la 

fase febril. En ausencia de tratamiento, luego de 8  a 12 días de la 

aparición de los primeros síntomas, pueden desarrol larse 

manifestaciones hemorrágicas o neurológicas severas , shock e 
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infecciones bacterianas secundarias. La tasa de mor talidad se estima 

entre el 15 y el 30% en pacientes no tratados. El ú nico tratamiento 

específico disponible hasta el momento consiste en la administración de 

plasma inmune de pacientes convalecientes, que pued e reducir la tasa de 

mortalidad al 1%. Sin embargo, el tratamiento carec e de efectividad en 

pacientes con más de 8 días de evolución y se asoci a a la aparición de un 

síndrome neurológico tardio en el 10% de los pacien tes tratados (Enria et 

al., 2008).  

El único arenavirus contra el cual se ha desarrolla do una vacuna es 

JUNV. Ésta es una vacuna a virus atenuado (Candid # 1), que ha 

demostrado ser eficaz. No obstante, las bases de su  atenuación o los 

riesgos potenciales de reversión a la virulencia, n o han sido aun 

completamente esclarecidos.  

 

Organización genómica.  

 

La información genética de los arenavirus está cont enida en dos 

segmentos de ARN de cadena simple denominados ARN S  (Small) y ARN 

L (Large), que comprenden alrededor de 3500 y 7000 nucleótidos (nts.), 

respectivamente. En el caso de TCRV, el ARN S const a de 3421 nts y el 

ARN L, de 7102 nts. (Franze-Fernandez et al., 1987;  Iapalucci et al., 1989a; 

Iapalucci et al., 1989b; Raju et al., 1990) (Figura  I2). 

Ambos segmentos genómicos contienen dos marcos abie rtos de 

lectura (Open Reading Frame - ORF) (Auperin et al.,  1988; Auperin et al., 

1984a; Auperin et al., 1984b; Auperin et al., 1986;  Clegg and Oram, 1985; 

Clegg et al., 1991; Franze-Fernandez et al., 1987; Ghiringhelli et al., 1991; 

Romanowski et al., 1985; Southern et al., 1987; Wil son and Clegg, 1991). 

En el ARN S genómico, uno de ellos se ubica en la m itad 5’, posee sentido 

positivo y codifica para la proteína GPC, el precur sor intracelular de las 

glicoproteínas de envoltura. El otro marco de lectu ra abierto, de sentido 

negativo, se ubica en la mitad 3’ del ARN S genómic o y codifica para la 

nucleoproteína (NP). Esta estrategia de codificació n se conoce como 

bisentido (“ ambisense”) (Auperin et al., 1984b) debido a que los dos 

genes se encuentran codificados en sentido opuesto.   
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La secuencia nucleotídica del ARN L y su organizaci ón genómica 

fue descripta inicialmente para TCRV (Iapalucci et al., 1989a; Iapalucci et 

al., 1989b) y LCMV (Salvato et al., 1989; Salvato a nd Shimomaye, 1989), y 

mas tarde para otros arenavirus (Delgado et al., 20 08; Lan et al., 2008; 

Vieth et al., 2004). En todos los casos, el ARN L m ostró una organización 

similar a la del ARN S. La región 5’ del ARN L genó mico posee un marco 

de lectura abierto, en sentido genómico o positivo,  que codifica para una 

proteína de aproximadamente 11 kDa denominada Z (Fr anze-Fernández et 

al., 1993). En la región 3’ del ARN L genómico se u bica el otro marco de 

lectura abierto que tiene sentido negativo o antige nómico y codifica para 

la proteína L, una ARN polimerasa dependiente de AR N (RpRd) (Figura I2). 

En síntesis, los arenavirus poseen un sistema de co dificación 

bisentido en ambos segmentos genómicos, los cuales codifican para 

cuatro proteínas: dos en el segmento S (GPC y NP) y  dos en el segmento 

L (Z y L). Los arenavirus son los únicos virus anim ales conocidos que 

presentan esta modalidad de codificación en los dos  segmentos de ARN 

que constituyen su genoma, mientras que algunos de los miembros de la 

familia Bunyaviridae presentan una organización bis entido en al menos 

uno de sus tres segmentos genómicos (Auperin et al. , 1984b; Bouloy, 

1991). 

 

Figura I2. Organización genómica de los arenavirus.   Las cajas de colores en el esquema 
de los segmentos genómicos S y L representan las se cuencias codificantes de cada una 
de las 4 proteínas virales, el sentido de codificac ión de los marcos abiertos de lectura 
está indicado por los signos. En ambos segmentos, l os genes virales están separados 
por secuencias intergénicas no codificantes, que fo rman estructuras secundarias de tipo 
horquilla ( hairpin). Las cajas blancas representan las regiones no codi ficantes 5’ y 3’ de 
cada ARN genómico. Los números indican el tamaño (n ts.) de los fragmentos S y L.  
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Secuencias genómicas no codificantes.  
 

Tanto en el segmento S como en el L de todos los ar enavirus, las 

secuencias codificantes no se encuentran superpuest as. Por el contrario, 

se hallan separadas por una región intergénica (RIG ) no codificante, cuya 

secuencia nucleotídica es muy rica en C y G, y tien e la potencialidad de 

formar estructuras secundarias muy estables del tip o tallo-bucle ( hairpin). 

En el segmento S, la estructura secundaria predicha  exhibe una 

conformación de doble hairpin, mientras que en el s egmento L conforma 

un hairpin simple (Auperin et al., 1984a; Auperin e t al., 1986; Franze-

Fernández et al., 1993; Romanowski and Bishop, 1985 ). 

Ambos segmentos genómicos poseen además secuencias no 

codificantes (NC) en las regiones 5’ y 3’ terminale s. La longitud de estas 

secuencias en el genoma de los virus del Clado B (N uevo Mundo) oscila 

entre los 30 y los 102 nts. En el caso de TCRV, ést as comprenden 68 y 76 

nts. en el ARN S, y 69 y 30 nts. en el ARN L. La se cuencia de los primeros 

19 nucleótidos del extremo 3’ de los ARN genómicos S y L muestra un 

alto grado de conservación en todos los arenavirus examinados hasta el 

momento. A su vez, el extremo 5’ contiene la corres pondiente secuencia 

invertida complementaria, pudiendo los extremos de cada segmento 

genómico hibridizar, para dar lugar a estructuras “ panhandle” 

pseudocirculares (Franze-Fernández et al., 1993). A corde a esto, se ha 

observado que gran parte de las nucleocápsides puri ficadas de viriones 

de TCRV aparecen como estructuras circulares en est udios de 

microscopía electrónica (Compans, 1993).  

Recientemente se ha reportado evidencia que indica que las 19 

bases terminales de los extremos 5’ y 3’ contienen señales requeridas 

para la unión de la proteína L al ARN in vitro y para promover la síntesis 

de ARN viral (Hass et al., 2006; Kranzusch et al., 2010; Perez and de la 

Torre, 2003).  
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Virion.  

 

Los viriones de arenavirus son pleomórficos con un diámetro de 

entre 50 a 300 nm (Dalton et al., 1968). Las partíc ulas virales (Figura I3) 

contienen una envoltura lipídica que obtienen duran te la brotación desde 

las células infectadas. La envoltura viral presenta  en toda su superficie 

proyecciones en forma de espículas, que están const ituidas por las 

glicoproteínas virales (Burns and Buchmeier, 1993; Gard, 1977).  

  

   
Figura I3. Partículas de arenavirus. A). Criomicros copía electrónica de partículas del 
virus Tacaribe. La barra roja indica 100 nm. B). Pa rtículas de arenavirus en el proceso de 
brotación desde la membrana celular. Las micrografí as electrónicas fueron amablemente 
cedidas por Benjamín Neuman y Michael Buchmeier (Th e Scripts Research Institute, la 
Jolla, California).  
 

 

En el interior de los viriones, se ha descripto una  capa electrodensa 

que fue asignada a la proteína matriz Z (Neuman et al., 2005). Asimismo, 

se ha observado la presencia de gránulos electroden sos de 20 a 25 nm de 

diámetro identificados como ribosomas provenientes de la célula 

huésped (Dalton et al., 1968; Neuman et al., 2005).  Hasta el momento no 

se ha determinado su funcionalidad, aunque estudios  realizados con el 

virus Pichinde (Nuevo Mundo) sugieren que no serían  necesarios para la 

propagación viral (Leung and Rawls, 1977). 

El genoma se encuentra asociado a numerosas molécul as de la 

nucleoproteína viral (NP) conformando las nucleocáp sides, que se 

asocian además a la ARN polimerasa viral (proteína L). Observadas al 

microscopio electrónico, las nucleocápsides tienen un aspecto de 
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“cadena de cuentas”, con longitudes que varían entr e 450 y 1300 nm 

(Palmer et al., 1977; Vezza et al., 1977; Young and  Howard, 1983).  

 

Proteínas virales.  

 

Nucleoproteína (NP).  

 

La nucleoproteína o proteína NP es una proteína no glicosilada, 

cuyo peso molecular varía entre 60 y 68 kDa, según el arenavirus 

considerado, siendo en el caso de TCRV de 64 kDa (G ard, 1977; Vezza et 

al., 1977; Young and Howard, 1983). Esta proteína r epresenta hasta un 

60% de las proteínas totales de un arenavirus (Vezz a et al., 1978; Vezza et 

al., 1977) y, como se menciona mas arriba, se asoci a al ARN viral 

constituyendo el componente proteico mayoritario de  las nucleocápsides. 

Además, se considera que posee los determinantes an tigénicos 

específicos de grupo (Buchmeier et al., 1977; Buchm eier and Oldstone, 

1978). La comparación de la secuencia de aminoácido s (aa) predicha de la 

proteína NP de TCRV con la correspondiente de JUNV muestra una 

identidad del 77%, en concordancia con la estrecha relación antigénica 

existente entre estos dos virus (Franze-Fernandez e t al., 1987; Ghiringhelli 

et al., 1989).  

NP se pliega en dos dominios principales (amino- y carboxilo-

terminal), que poseen funciones diferenciales dadas  por su participación 

en diversas interacciones proteína-proteína (Brunot te et al., 2011; 

D'Antuono et al., 2014; Hastie et al., 2011; Leving ston Macleod et al., 2011; 

Qi et al., 2010; Zhang et al., 2013). En todos los arenavirus hasta ahora 

secuenciados, se ha encontrado un motivo conservado  en la región C-

terminal de NP que guarda similitud con el clásico motivo de unión al zinc 

(Parisi et al., 1996). La capacidad de la proteína de asociar zinc ha sido 

demostrada para LCMV (Salvato and Shimomaye, 1989) y JUNV (Tortorici 

et al., 2001b). Asimismo se ha determinado que tant o la integridad del 

motivo de unión a zinc como la oligomerización de N P es un 

requerimiento para el correcto ensamblado de las nu cleocápsides 

(D'Antuono et al., 2014; Levingston Macleod et al.,  2011). Para algunos 
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arenavirus, tales como TCRV y LCMV, se encontró que  la proteína NP 

puede estar fosforilada (Bruns et al., 1986; Gimene z et al., 1983; Knopp et 

al., 2015).  

Ademas de su rol estructural como parte de las nucl eocápsides, la 

proteína NP cumple multiples funciones en el ciclo viral. Se ha 

demostrado que NP participa en el reclutamiento de las nucleocápsides 

en partículas infecciosas, a través de su interacci ón con la proteína Z 

(Casabona et al., 2009). Asimismo, varios estudios dan cuenta de la 

participación de NP en interacciones con proteínas celulares que resultan 

en el bloqueo de la inducción del Interferon de tip o I (IF I) (Martinez-

Sobrido et al., 2007; Martinez-Sobrido et al., 2006 ; Pythoud et al., 2012) o 

que son relevantes para la morfogénesis viral (Shta nko et al., 2011). Otras 

funciones asignadas a NP incluyen su participación como un factor 

inhibidor de la apoptosis (Wolff et al., 2013). Ade más, se ha propuesto 

para NP un rol como antiterminador de la transcripc ión de los ARNm 

virales (Tortorici et al., 2001a). El desarrollo de  sistemas de genética 

reversa para TCRV (Lopez et al., 2001) y LCMV (Lee et al., 2000), 

permitieron demostrar que NP junto con L son esenci ales y suficientes 

para la síntesis de los ARNs virales y que ambas pr oteínas interactúan 

entre si (Jacamo et al., 2003), resultados que fuer on luego corroborados 

para otros arenavirus (Hass et al., 2004; Iwasaki e t al., 2015; Kerber et al., 

2011). Mas recientemente, se ha propuesto que NP de sempeña un papel 

en la traducción de los ARNm virales (Linero et al. , 2013), que se discute 

en el Capitulo I. 

 

Precursor de las glicoproteínas de envoltura (GPC).  

 

Todos los miembros de la familia Arenaviridae poseen 

glicoproteínas de envoltura derivadas de un único p recursor 

glicoproteico. Este precursor (GPC) tiene un peso m olecular aparente de 

70-80 kDa en su forma glicosilada y es detectado ún icamente en las 

células infectadas. GPC es clivado intracelularment e para dar lugar a tres 

subunidades: el péptido señal SSP (que es miristila do en el residuo 

glicina en posición 2), la glicoproteína integral d e membrana GP2, y la 
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glicoproteína periférica GP1. Estas subunidades per manecen unidas no 

covalentemente formando el complejo glicoproteico m aduro GP. A su vez, 

GP forma trímeros que son transportados hacia la me mbrana plasmática, 

donde ocurre el ensamblado y brotación de los virio nes (Burri et al., 

2012). 

El proceso de maduración de GPC ha sido objeto de m ultiples 

estudios (Buchmeier and Parekh, 1987; Candurra and Damonte, 1997; 

Lenz et al., 2001; Wright et al., 1990). En particu lar, se ha demostrado para 

el virus Lassa que el clivaje del precursor GPC ocu rre en el retículo 

endoplásmico (RE) o en el cis-Golgi y es llevado a cabo por una proteasa 

celular denominada subtilasa SKI-1/S1P que reconoce  la secuencia 

RXL/I/V-L (Lenz et al., 2001). Esta proteasa está t ambién involucrada en el 

procesamiento de GPC de los arenavirus sudamericano s Guanarito, 

Machupo y Junín (Rojek et al., 2008). El clivaje me diado por SKI-1/S1P es 

esencial para la infectividad de la progenie viral (Beyer et al., 2003; Kunz 

et al., 2003; Lenz et al., 2001). 

Las primeras observaciones indicando que anticuerpo s 

monoclonales contra la proteína GP1 de LCMV son más  efectivos para 

neutralizar la infectividad que aquellos dirigidos contra la proteína GP2 

(Buchmeier et al., 1981; Parekh and Buchmeier, 1986 ), sugirieron que GP1 

estaría más expuesta que GP2 en las partículas vira les. Experimentos 

posteriores en los que partículas virales de LCMV f ueron tratados con 

Tritón X-114, permitieron corroborar que GP1 es una  proteína periférica, 

que contiene los epitopes reconocidos por anticuerp os neutralizantes 

(Burns and Buchmeier, 1991). La unión inicial del v irión a la superficie 

celular es mediada por interacción de GP1 con el re ceptor celular. Varios 

de los arenavirus del Viejo Mundo utilizan el α-dystroglycano como 

receptor (Cao et al., 1998; Spiropoulou et al., 200 2), mientras que el grupo 

de virus patógenos sudamericanos usa el receptor de  transferrina 1 

(TfR1) de su huésped natural (Abraham et al., 2009;  Radoshitzky et al., 

2007). Sin embargo, se ha demostrado la participaci ón de otros factores, 

tales como DC-SIGN y L-SIGN, en el proceso de ingre so de los arenavirus 

a la celula blanco (Martinez et al., 2013). La inte racción de GP1 con el 

receptor conduce a la internalización del virión me diante vesículas 
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endocíticas. La acidificación del endosoma produce la disociación de GP1 

y GP2, exponiendo en GP2 un péptido hidrofóbico que  permite la fusión 

de la membrana endosomal con la envoltura viral (Bu rri et al., 2012; Di 

Simone et al., 1994; Nunberg and York, 2012). 

 

ARN polimerasa dependiente de ARN (L).  

 

La proteína L de todos los arenavirus posee motivos  de secuencia 

conservados que también se encuentran conservados e n todas las 

polimerasas ARN dependientes de virus y de eucarion tes (Delarue et al., 

1990; Poch et al., 1990). Ese análisis llevó tempra namente a proponer que 

la proteína L de los arenavirus tiene la función de  ARN polimerasa ARN 

dependiente (RpRd). Mas tarde, utilizando los siste mas de genética 

reversa desarrollados para TCRV y LCMV se obtuvo la  primera evidencia 

directa del papel esencial de la proteína L en la t ranscripción y la 

replicación del ARN viral (Cornu and de la Torre, 2 001; Lopez et al., 2001). 

L es una proteína que posee un PM cercano a los 250  kDa (Djavani 

et al., 1997; Iapalucci et al., 1989b; Salvato et a l., 1989; Vieth et al., 2004; 

Zhang et al., 2001). Como se mencionó previamente, se ha demostrado 

que L interactua con la Nucleoproteina (Jacamo et a l., 2003). En este 

sentido, es interesante hacer notar que en el caso de otras familias de 

virus con genoma a ARN de cadena negativa, se han i dentificado 

proteínas virales o celulares asociadas a la RpRd v iral que contribuyen, o 

son esenciales para que estos procesos ocurran (Hol mes and Moyer, 

2002; Qanungo et al., 2004). Por ejemplo, la proteí na P de los virus a ARN 

negativo no segmentado tales como los Paramyxovirus  y Rhabdovirus, 

entre otros, es un cofactor de la polimerasa y pres enta también actividad 

chaperona sobre la Nucleoproteína N. Los arenavirus  no poseen una 

contrapartida de la proteína P, por lo que podría p ensarse que el papel de 

P en la síntesis y/o encapsidación del ARN viral po dría ser desempeñado 

por la misma proteína L.  

Como se indica mas arriba, la proteína L interviene  en la 

transcripción de los ARN mensajeros (ARNm) virales.  En este proceso 

utiliza como cebador oligonucleótidos con estructur a Cap terminal, 
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presumiblemente adquiridos de ARNm celulares median te un mecanismo 

de “secuestro del Cap” (Raju et al., 1990). Al resp ecto, es interesante 

notar que mediante cristalografia y ensayos funcion ales pudo 

determinarse que los primeros 196 aminoácidos de la  región amino-

terminal de L constituyen un dominio con actividad endonucleasa, que 

estaría implicada en el secuestro de Cap (Morin et al., 2010). Además, la 

región C-terminal de L ha sido reportada como impor tante para la síntesis 

de los ARNm (Lehmann et al., 2014). En resumen, la proteína L es una 

proteína polifuncional, con participación en multip les etapas durante la 

replicación, que complementarían su función como AR N polimerasa-ARN 

dependiente. 

 

Proteína matriz Z.  

 

La existencia de la proteína Z fue revelada al cono cerse la 

secuencia completa del ARN L de los virus LCMV y TC RV (Iapalucci et al., 

1989a; Salvato et al., 1989; Salvato and Shimomaye,  1989). El polipéptido 

de 10-11 kDa predicho a partir de la secuencia genó mica, contiene una 

disposición particular de residuos cisteína e histi dina que guardan una 

gran similitud con los motivos “zinc finger” descri ptos inicialmente por 

Miller y colaboradores (Miller et al., 1985). Poste riormente, pudieron 

detectarse ARNs subgenómicos que fueron asignados a  ARNm de Z en 

células infectadas por LCMV (Salvato and Shimomaye,  1989) y TCRV 

(Iapalucci et al., 1991; Iapalucci et al., 1989a), y pudo visualizarse la 

proteína Z tanto en los viriones como en células in fectadas por estos 

virus, además de demostrarse que la proteína Z se u ne al zinc (Salvato 

and Shimomaye, 1989). 

El dominio de unión al zinc de la proteína Z ha sid o caracterizado 

como un dominio RING (Borden et al., 1998a). Este d ominio, denominado 

así por haber sido encontrado originalmente en el g en humano ring 1, ha 

sido detectado en un gran número de otras proteínas  y cumple un papel 

asociado principalmente con interacciones proteína- proteína (Borden et 

al., 1998b; Freemont, 1993; Lovering et al., 1993; Saurin et al., 1996). De 

hecho, estudios realizados con la proteína Z del LC MV, demostraron que 
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ésta interactúa con diversas proteínas celulares ta les como la proteína de 

la leucemia promielocítica (PML: promyelocytic leuk emia protein) (Borden 

et al., 1998a), la proteína ribosomal P (Borden et al., 1998b) y el factor de 

iniciación eucariota eIF4E (Campbell Dwyer et al., 2000; Volpon et al., 

2010). Aunque la relevancia funcional de esas inter acciones no ha sido 

completamente definida, estudios bioquímicos han mo strado que la 

interacción de Z con eIF4E, mediada por su dominio RING, reduce 100 

veces la afinidad de eIF4E por la estructura Cap. A demás, los estudios 

han reportado que Z inhibe la traducción dependient e de eIF4E, sin 

afectar los niveles de expresión o la estabilidad d el factor, sugiriendo 

para Z una función como potencial represor de la tr aducción de ARNm 

celulares especialmente sensibles al nivel de eIF4E  (Kentsis et al., 2001; 

Kentsis et al., 2002; Volpon et al., 2010). Como en  el caso de otras 

proteínas virales, Z exhibe polifuncionalidad. Por una parte, utilizando 

sistemas de genética reversa desarrollados para los  virus TCRV, LCMV y 

LASV, se encontró que la proteína Z es un potente i nhibidor de la 

transcripción y replicación viral (Cornu and de la Torre, 2001; Hass et al., 

2004; Lopez et al., 2001), demostrándose que Z inhi be la actividad 

polimerasa por interacción directa con L (Jacamo et  al., 2003; Wilda et al., 

2008). Además, la proteína Z es un componente estru ctural de los viriones 

(Rossi et al., 1996; Salvato et al., 1992) y muestr a propiedades 

características de las proteínas matriz de muchos v irus envueltos de ARN 

negativo, incluyendo la capacidad de asociarse a la  superficie interna de 

la membrana celular (Capul et al., 2007; Perez et a l., 2003; Strecker et al., 

2003). Como otras proteínas matriz, Z es la respons able de impulsar la 

brotación viral (Perez et al., 2003; Strecker et al ., 2003). La demostración 

de que Z interactua con la proteína NP tanto en los  viriones (Salvato et al., 

1992) como en el citoplasma de células que expresan  ambas proteínas 

(Eichler et al., 2004), llevó inicialmente a postul ar un papel de Z en la 

morfogénesis viral. Estudios realizados en nuestro laboratorio, han 

demostrado que la interacción entre la proteína Z y  NP es requerida para 

la incorporación de nucleocápsides y glicoproteínas  a partículas virales 

(Casabona et al., 2009). El rol de NP en la formaci ón de partículas 

infectivas ha sido reportado por otros grupos (Gros eth et al., 2010; 
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Shtanko et al., 2010). Asimismo, existe evidencia q ue indica que la 

proteína Z de varios arenavirus contribuye al bloqu eo de la inducción del 

Interferon de tipo I (IF I) en células infectadas ( Fan et al., 2010; Xing et al., 

2015a; Xing et al., 2015b). 

 

 

Mecanismo de replicación.   

 

El ciclo viral comienza con la interacción del viru s con la superficie 

celular y la entrada del virión a la célula blanco por endocitosis mediada 

por GP. Se ha demostrado que la entrada de JUNV inv olucra la formación 

de vesículas recubiertas de clatrina y requiere de la integridad del 

citoesqueleto celular (Martinez et al., 2007, 2008) , mientras que el virus 

Lassa utiliza una via inusual, independiente de cla trina, caveolina, 

dinamina, y actina; y que involucra factores del co mplejo endosomal 

requerido para el transporte, ESCR (Pasqual et al.,  2011; Rojek et al., 

2008). Luego de la fusión de la membrana endosomal con la envoltura 

viral y la subsecuente liberación de las nucleocáps ides al citoplasma (Di 

Simone et al., 1994; York et al., 2005; York and Nu nberg, 2006), tiene lugar 

la transcripción y replicación del ARN viral (Figura I 4). Si bien la región 5’ 

de los segmentos S y L de los arenavirus contiene u n ORF en sentido 

positivo, los ARNs genómicos no funcionan como mens ajero. Asociados 

a la proteína NP, los ARN genómicos forman las nucl eocápsides que 

funcionan como templado para la replicación viral. Ésta es una propiedad 

fundamental que los arenavirus comparten con los vi rus de cadena 

negativa. En dicho proceso, en primer lugar, los AR N genómicos sirven 

de molde para la síntesis de los ARN mensajeros (AR Nm) subgenómicos 

de las proteínas NP y L, a partir del extremo 3’ de l respectivo segmento 

genómico (transcripción primaria). Posteriormente, la polimerasa L 

sintetiza ARNs complementarios a los ARN genómicos S y L de longitud 

completa, llamados ARN antigenómicos S y L, respect ivamente. Los ARN 

antigenómicos se asocian a su vez a la proteína NP,  formando 

nucleocápsides que son utilizadas como molde para s intetizar los ARNm 
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de GPC y Z y, además, para la síntesis de novo de los dos segmentos 

genómicos (Franze-Fernández et al., 1993; Kolakofsk y and Garcin, 1993).  

 

 
Figura I4. Representación esquemática del mecanismo  de replicación propuesto para los 
arenavirus. Para mayor claridad, se muestra únicame nte el segmento S. La replicación 
del segmento L ocurre mediante el mismo mecanismo. El sentido de codificación de los 
ORF, representados con las cajas de colores, está i ndicado por signos. Los cuadrados 
blancos indican las regiones no codificantes 5’ y 3 ’ terminales. Las estructuras 
secundarias predichas de la RIG y de la región 3’ n o codificante del ARNm se 
representan por dibujos del tipo tallo-bucle. Los c írculos verdes indican la estructura 5’ 
Cap en los ARNm. Las flechas negras indican la dire cción de la síntesis del ARN o de la 
proteína. Las proteínas virales se representan con óvalos.  

 

 

Los extremos 5’ de los genomas y antigenomas contie nen un 

residuo G adicional que no posee correlato en el AR N templado. Este 

hallazgo, asi como evidencia experimental obtenida in vitro, llevó a 

postular un mecanismo novedoso para la iniciación d e la replicación de 

los arenavirus, denominado “ prime and realign”. El proceso comienza 

cuando la polimerasa L inicia la replicación en una  posición interna sobre 

la región 3’ terminal, generando un oligonucleótido  pppGpC. El complejo 

L-ARN luego se realinea con el nucleótido terminal para continuar con la 

síntesis del ARN de cadena completa (Garcin and Kol akofsky, 1990, 1992; 

Kolakofsky and Garcin, 1993).  
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El modo en que la polimerasa viral realiza el cambi o de la 

transcripción primaria a la replicación no ha sido esclarecido. El análisis 

de ARN extraido de células infectadas por TCRV, med iante Northern blot 

utilizando sondas especificas para el ARN S, demost ró que la síntesis del 

ARNm de NP tiene lugar en presencia de inhibidores de la síntesis de 

proteínas, mientras que tanto la síntesis del ARN S  antigenómico como la 

del ARNm de la GPC, requieren de la síntesis protei ca para llevarse a 

cabo, sugiriendo la necesidad de la síntesis de NP para la replicación 

(Franze-Fernandez et al., 1987). Sin embargo, aunqu e ambos procesos, 

transcripcion y replicación, son estrictamente depe ndientes de la 

presencia de NP, el aumento de los niveles de expre sión de NP no 

favorece selectivamente la primera, por lo que aun no hay evidencia 

experimental para sostener la participación de NP e n el balance entre 

dichos procesos (Pinschewer et al., 2003).  

 

 

Estructura de los ARN mensajeros de arenavirus.  

 

El producto de la transcripción de los ARN S y L so n los 4 ARNm 

subgenómicos a partir de los cuales son traducidas las proteínas virales. 

Estos ARNm presentan la estructura 7-metil-guanosin a Cap  en el extremo 

5’ (Figura I4), como lo demuestra el hecho de que l os ARNm virales 

inmunoprecipitan con anticuerpos contra Cap (Kolako fsky and Garcin, 

1993; Meyer and Southern, 1993). En dirección 5’>3’ , la estructura Cap es 

seguida por unos pocos (3 a 7) nucleótidos sin cont raparte en el 

templado. Tal como se menciona mas arriba, tanto la  estructura Cap, 

como estos nucleótidos adicionales, serian adquirid os de ARNm 

celulares mediante un mecanismo de “secuestro del C ap”, similar al 

utilizado por el virus de Influenza (Bouloy et al.,  1978) y los bunyavirus 

(Bishop et al., 1983; Jin and Elliott, 1993; Kolako fsky and Garcin, 1993; 

Kolakofsky and Hacker, 1991; Patterson and Kolakofs ky, 1984). Aunque 

los detalles son desconocidos en el caso de los are navirus, se postula 

que la actividad endonucleolítica asociada a la pol imerasa L 

probablemente juegue un rol en ese proceso (Morin e t al., 2010). Ubicada 
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entre estos residuos adicionales y el codón de inic iación de la traducción, 

existe una región no traducible (5’UTR), cuya secue ncia es 

complementaria a la región 3’ no codificante del AR N templado. 

Los ARNm de arenavirus presentan además una región 3’ no 

codificante (3’UTR) que carece de la cola de poli-A denosinas (poliA) 

característica de la mayoría de los ARNm celulares.  Resultados obtenidos 

en el laboratorio demostraron que el extremo 3’ de los cuatro ARNm de 

TCRV mapea dentro de la RIG del correspondiente seg mento genómico. 

Esto sugirió tempranamente que las regiones intergé nicas contienen las 

señales de terminación de la transcripción de los A RNm virales (Iapalucci 

et al., 1991). Asimismo, en base al hallazgo que en  la región 3’ de los 

cuatro ARNm se predice la formación de una estructu ra de tipo “ hairpin”, 

se sugirió que dicha estructura secundaria y no sec uencias específicas 

del templado funcionaría como la señal de terminaci ón para la RpRd de 

TCRV (Franze-Fernández et al., 1993). Mapeos poster iores del extremo 3’ 

de ARNm derivados del ARN S de LCMV y JUNV (Meyer a nd Southern, 

1993; Tortorici et al., 2001a) fueron consistentes con aquellos resultados, 

sugiriendo un esquema general para la terminación d e la transcripción 

entre los arenavirus. Mediante la utilización de un  sistema de genética 

reversa para el TCRV nuestro laboratorio mostró que  la terminación de la 

transcripción correlaciona con la predicción de una  estructura 

consistente en un único hairpin estabilizado por una alta energía libre en 

3’UTR del ARNm (Lopez and Franze-Fernandez, 2007). Aunque se ha 

postulado además que la estructura hairpin podría tener un rol en la 

traducción de los ARNm virales (Pinschewer et al., 2005), al inicio de este 

trabajo de Tesis no se disponía de estudios previos  que hubieran 

evaluado directamente esa hipótesis. 
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Traducción de ARN mensajeros eucariotas.   

 

La gran mayoría de los ARNm de células eucariotas p oseen 

estructura Cap en el extremo 5’ y una cola de poli- Adenosinas (poliA) en 

su extremo 3’, que puede tener hasta varios cientos  de nucleótidos de 

longitud. El proceso de traducción de estos ARNm pu ede subdividirse en 

las etapas de iniciación, elongación y terminación,  cada una de las cuales 

involucra la participación de factores celulares es pecíficos. Gran parte de 

la regulación de la traducción recae en la etapa de  iniciación, la cual 

implica el reclutamiento del ribosoma en el ARNm. J uegan un papel 

crítico en dicha etapa el complejo de iniciación eI F4F y la proteína de 

unión a poliA (PABP) (Jackson et al., 2010; Sonenbe rg and Hinnebusch, 

2009). El complejo de iniciación eIF4F reconoce la estructura Cap en el 

extremo 5’ del ARNm. Este complejo consiste en los factores eIF4E 

(proteína de unión al Cap), eIF4G (proteína adaptad ora que une eIF4E, 

eIF4A y eIF3) y la DEAD-box ARN helicasa eIF4A que funciona asociada al 

co-factor eIF4B. El factor eIF4E puede ser fosforil ado por una quinasa 

asociada a eIF4G, Mnk. Los factores del complejo eI F4F desenrollan 

cooperativamente la región 5’ no traducible del ARN m (proximal al Cap), 

permitiendo la unión del complejo de preiniciación 43S. Este último está 

constituido por la subunidad ribosomal 40S, un comp lejo ternario 

(constituido por el factor eIF2, el ARN de transfer encia iniciador Met-ARNt 

y GTP) y los factores eIF3, eIF1 y eIF1A, y eIF5. L a unión del complejo 43S 

da lugar a la formación del complejo 48S. La proteí na PABP se une a la 

región no codificante 3’ del ARNm, y su interacción  con el factor eIF4G 

(como parte de eIF4F) permite que los ARNm adopten una topología de 

“circulo cerrado” por acercamiento de los extremos 5’ y 3’. En el caso de 

los ARNm carentes de poliA, la secuencia 3’UTR es e sencial para la 

traducción. Por ejemplo, se ha demostrado que los A RNm de histonas de 

animales, además de poseer estructura Cap en 5’, pr esentan una 

estructura hairpin altamente conservada en lugar de la cola de poliA en el 

extremo 3’. Este hairpin interactúa con proteínas Stem Loop Binding 

Proteins (SLBP) que facilitan la circularización de l ARNm y su eficiente 

traducción (Ling et al., 2002; Marzluff, 2005; Marz luff et al., 2008).     
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El complejo 48S escanea el ARNm hasta localizar el codón de 

iniciación AUG (Figura I5), cuyo reconocimiento es facilitado por los 

factores eIF3, eIF1 y 1A. La unión de la subunidad ribosomal 60S es 

seguida por la liberación de los factores de inicia ción, lo cual requiere de 

la participación de eIF5B. Luego del reconocimiento  del codón AUG y de 

la formacion del complejo 80S, comienza la etapa de  elongación de la 

traducción (Jackson et al., 2010). El complejo 80S decodifica la secuencia 

del ARNm y media la adición de aminoácidos para elo ngar la cadena 

polipeptidica naciente, con la contribución de los factores eucariotas de 

elongación eEF1 (compuesto por eEF1A y eEF1B) y eEF 2 (Groppo and 

Richter, 2009; Kapp and Lorsch, 2004). La elongació n del polipéptido 

continúa hasta que un codón de terminación desencad ena la etapa de 

terminación de la traducción. Este proceso es media do por los factores 

eRF1 y eRF3, que facilitan el reconocimiento del co dón de terminación y 

la liberación del péptido, respectivamente (Jackson  et al., 2012). 
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Figura I5. Etapa de iniciación de la traducción de ARN mensajeros eucariotas. El proceso 
es precedido por la formación del complejo de prein iciación 43S, mediante el 
ensamblado del ARNt iniciador (Met-ARNt), eIF2, una  molecula de GTP y la subunidad 
40S ribosomal, asi como los factores eIF1, 1A, 3 y 5.  La asociación del ARNm a eIF4F y a 
PABP permite que el ARNm adopte la conformación cir cular. En ese punto, se constituye 
el complejo 48S y se inicia el monitoreo de la secu encia 5’UTR que progresa hasta que el 
codón de iniciación AUG es detectado. Finalmente, l a subunidad ribosomal 60S es 
reclutada y los factores de iniciación desplazados,  para formar el complejo ribosomal 
80S. Adaptado de (Mohr and Sonenberg, 2012).
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Los factores que influyen en la eficiencia de tradu cción en 

eucariotas comprenden la longitud y complejidad est ructural de las 

regiones 5’ y 3’ no traducibles, así como con la po sición y el contexto del 

codón de iniciación AUG, la estabilidad y accesibil idad de la estructura 

Cap para el complejo de unión a Cap, y la presencia  de codones AUG 

alternativos (Gale et al., 2000). En lo referente a  la longitud y complejidad 

de la estructura secundaria de la secuencia 5’UTR, se ha observado que, 

mientras estructuras con ∆G=−30 kcal/mol ubicadas en forma distal al 

extremo 5’ dificultan pero no impiden la iniciación , otras estructuras más 

estables ( ∆G=−60 kcal/mol) la anulan. Además, se ha demostrado  una 

estimulación de la traducción relacionada con el au mento de longitud de 

la secuencia 5’ no codificante de 20 a 80 nts (Koza k, 1991).  

 

Traducción de ARN mensajeros virales.  

 

Los virus usan la maquinaria celular de síntesis de  proteínas 

valiéndose de diversas estrategias, para asegurar q ue sus propios 

mensajeros sean traducidos a pesar de la competenci a representada por 

los ARNm celulares. Por ejemplo, muchos virus, entr e ellos Influenza y 

hantavirus poseen estructura Cap en sus ARNm. Sin e mbargo, la 

traducción de esos ARNm presenta baja dependencia d e eIF4E y es 

estimulada por proteínas virales (Burgui et al., 20 07; Guerrero et al., 2015; 

Mir and Panganiban, 2008, 2010; Walsh and Mohr, 201 1; Yanguez and 

Nieto, 2011; Yanguez et al., 2012). Otros virus con  genoma a ARN de 

polaridad negativa utilizan secuencias específicas en las regiones 5’UTR 

y/o 3’UTR para la eficiente traducción de sus ARNm (Blakqori et al., 2009; 

Geerts-Dimitriadou et al., 2012). 

En relación a los arenavirus, la información dispon ible acerca del 

mecanismo de traducción de sus ARNm es escasa. Por un lado, un 

estudio reciente ha mostrado que la multiplicación de JUNV en células en 

cultivo no se ve afectada luego del silenciamiento del factor eIF4E y que 

en las células infectadas NP no colocaliza con eIF4 E. Dichos estudios han 

reportado además que NP inmunoprecipita con 7-metil -guanosina (Cap), 

pero no con eIF4E. Resultados similares fueron obte nidos para TCRV, 
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proponiéndose que ambos virus prescinden de eIF4E p ara su 

multiplicación a través del reemplazo de dicho fact or por la proteína NP 

para la traducción de los ARNm virales (Linero et a l., 2013).  

Respecto a las señales que actúan para regular la t raducción de los 

ARNm de arenavirus, no existen estudios anteriores a este trabajo de 

Tesis que hayan caracterizado las secuencias 5’ y 3 ’ UTR involucradas en 

dicho proceso. Las primeras evidencias indirectas d isponibles que 

sugerían un posible papel de la región intergénica (RIG) en la traducción 

de los genes virales surgen de trabajos donde se an alizó la expresión de 

genes reporteros en sistemas minireplicon (Bergeron  et al., 2012; 

Pinschewer et al., 2005). En uno de esos trabajos, los investigadores 

reemplazaron el ORF GPC con el gen reportero Cypridina luciferasa 

(CLuc) en el segmento S y el ORF Z en el segmento L  con el gen Gaussia 

luciferasa (GLuc). Luego, compararon los niveles de  expresión de CLuc y 

GLuc en células de mamífero que expresaban ya sea e l replicón S junto 

con el replicón L salvaje, o S con un mutante de L que porta una deleción 

en la RIG. Los resultados indicaron que la mutación  en la RIG de L 

modificó los niveles de expresión de GLuc (L) pero no los de CLuc (S), 

sugiriendo un defecto en transcripción y/o traducci ón del ARNm GLuc 

(Bergeron et al., 2012). Mas recientemente, mediant e un enfoque similar, 

se utilizó un sistema minireplicon basado en ARN si ntéticos similares al 

segmento S o al segmento L de LCMV, en los que los genes virales fueron 

sustituidos por dos genes reporteros diferentes. Em pleando diferentes 

combinaciones de minigenoma/RIG, asi como intercamb iando la 

ubicación de los genes reporteros en un dado minige noma, se observó 

que las secuencias RIG entre ambos segmentos influy en en el nivel de 

expresión de los genes reporteros (Iwasaki et al., 2015).  
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Rescate de virus a partir de ADN copia.  

 

El estudio de los virus con genoma a ARN mediante m utagénesis 

dirigida se apoya en la posibilidad de obtener viru s infeccioso a partir de 

la copia ADN del ARN genómico. Este desafío fue log rado tempranamente 

para virus con genoma a ARN positivo, tales como el  bacteriófago Q β y 

poliovirus, cuyo genoma funciona como ARNm y es inf eccioso cuando es 

introducido en células suceptibles (Racaniello and Baltimore, 1981; 

Taniguchi et al., 1978). Esta metodología, basada e n la transfección de 

ARN genómico sintetizado in vitro a partir de clones de ADNc, ha sido 

utilizada intensivamente en estudios sobre diversos  virus a ARN positivo 

(Enjuanes et al., 2005; Filomatori et al., 2006; Ku mmerer et al., 2012; 

Rieder et al., 2005).  

El desarrollo de sistemas análogos para los virus c on genoma a 

ARN negativo ha demostrado ser mas dificultoso, deb ido a que su ARN 

genómico no es utilizado como ARNm ni es infeccioso . Por el contrario, la 

iniciación de la replicación requiere la síntesis de novo de proteínas 

virales, mediada por la ARN polimerasa viral, y ade más, los ARN 

genómico y antigenómico deben ser encapsidados por la Nucleoproteína 

viral para ser reconocidos como templados para la t ranscripción y 

replicación.  

El primer sistema desarrollado para un virus a ARN negativo 

consistió precisamente en la reconstitución in vitro de nucleocápsides del 

virus Influenza (cuyo genoma consiste en 8 segmento s de ARN), que 

fueron transfectadas en células preinfectadas con e l virus. Las 

nucleocápsides fueron replicadas, y los virus reaso rtantes pudieron ser 

recuperados luego de una selección adecuada (Enami et al., 1990; Garcia-

Sastre and Palese, 1993; Luytjes et al., 1989). Si bien este sistema resultó 

útil para los estudios sobre virus Influenza, no pu do ser aplicado a los 

virus con genoma a ARN no segmentado de polaridad n egativa, debido al 

tamaño de sus ARN genómicos (11-18 kb) que no permi te el ensamblado 

de nucleocápsides virales in vitro. El rescate de virus a ARN negativo no 

segmentado mediante genética reversa pudo ser conse guido en el año 
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1994 para el virus de la rabia (Schnell et al., 199 4). Los autores 

encontraron que la expresión intracelular del ARN a ntigenómico junto con 

la polimerasa y Nucleoproteína virales permitieron el rescate de virus 

infeccioso. Mas tarde, mediante esa estrategia, que  parte del ARN de 

polaridad positiva (antigenoma), fue posible tambié n rescatar virus 

respiratorio sincicial (Collins et al., 1995), viru s de la estomatitis vesicular 

(Lawson et al., 1995; Whelan et al., 1995), Sendai (Garcin et al., 1995), 

sarampión (Radecke et al., 1995; Takeda et al., 200 0), virus de Newcastle 

(Ayllon et al., 2013) y Marburg (Albarino et al., 2 013), entre otros. 

En 1996, Bridgen y colaboradores desarrollaron el p rimer sistema 

para un virus segmentado, el virus Bunyamwera (fami lia Bunyaviridae) 

(Bridgen and Elliott, 1996). El sistema es similar al desarrollado para el 

virus de la rabia, pues se basa en la síntesis intr acelular de los 3 

segmentos de ARN viral complementarios (antigenomas ) junto con las 

proteinas virales N y L a partir de construcciones de ADNc. El desarrollo 

de un clon infeccioso para otros virus de las famil ia Bunyaviridae tuvo 

lugar muchos años después (Billecocq et al., 2008; Bird et al., 2008; Bird 

et al., 2007; Blakqori and Weber, 2005; Gerrard et al., 2007; Habjan et al., 

2008; Ikegami et al., 2006; Lowen et al., 2004; Oga wa et al., 2007). En 

particular, el caso del nairovirus CCHFV (Crimean C ongo Hemorrhagic 

Fever Virus) demostró mayor dificultad, ya que el s istema solo pudo ser 

establecido en el año 2015, mediante el empleo de o ptimización de codón 

para la polimerasa viral (Bergeron et al., 2015). 

La estrategia utilizada inicialmente para el virus de la rabia fue 

luego desafiada, demostrándose la factibilidad del rescate de diversos 

virus recombinantes, entre ellos LCMV, a partir la síntesis intracelular del 

ARN genómico (de polaridad negativa) luego de la tr ansfección de 

plásmidos (Emonet et al., 2011; Neumann and Kawaoka , 2004), Mas aún, 

evidencia experimental obtenida por diferentes labo ratorios llevó a 

cuestionar el supuesto de que la generación de viru s a ARN negativo 

biológicamente activos a partir de ADNc, requiere d e la complementación 

del ARN viral con las proteínas que forman el compl ejo polimerasa (NP y 

L) (Blakqori and Weber, 2005; Lowen et al., 2004). En efecto, estos 

trabajos demostraron la formación de virus infeccio so a partir de la 
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síntesis intracelular de los segmentos de ARN viral -complementarios 

(antigenomas), en ausencia de la complementación co n NP y L. Se piensa 

que, en el contexto celular, los ARN antigenómicos generan una cantidad 

basal de las proteínas virales, suficiente para ini ciar la 

transcripción/replicación del ARN, que provee NP y L adicional. Un 

enfoque similar ha permitido el rescate de los aren avirus Junín, Pichinde, 

y Lassa (Albarino et al., 2009; Albarino et al., 20 11; Lan et al., 2009). 

La generación de virus recombinante mediante técnic as de genética 

reversa es sin duda un recurso muy valioso que perm ite no sólo el 

desarrollo de vacunas recombinantes con modificacio nes especificas 

controladas y predeterminadas, sino también la real ización de estudios 

mecanísticos en el contexto de la infección viral, que permiten responder 

a cuestiones fundamentales acerca de, entre otras, la patogénesis de las 

infecciones virales (Cheng et al., 2015; Flatz et a l., 2010; Schickli et al., 

2001). En suma, el desarrollo de sistemas de rescat e de virus 

recombinantes a partir de ADNc ha contribuído enorm emente a la 

comprención de la biología de los virus a nivel mol ecular.
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El objetivo general de este trabajo fue caracteriza r los elementos 

involucrados en la regulación de la traducción de l os ARNm de arenavirus 

utilizando al virus Tacaribe como modelo de estudio .  

Específicamente, se plantearon los siguientes objet ivos parciales:  

• Poner a punto la metodología necesaria y comenzar con el análisis del 

rol de las secuencias no codificantes 5’ y 3’ de lo s ARNm virales en su 

traducción. 

• Evaluar la implicancia de proteínas virales releva ntes y de los factores 

celulares eIF4E y eIF4G en dicho proceso. 

 

• Por otro lado, para futuros estudios de éste y otr os procesos virales 

en un contexto de infección, este trabajo de Tesis tuvo como objetivo 

generar las herramientas necesarias que permitan la  obtención de 

TCRV infectivo a partir de de ADN copia.  
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1. Cepas bacterianas.  
 

Escherichia coli cepa DH5αF´: (endA1, hsdR17 (rk-,mk+), supE44, 

thi-1, recA1, gyrA96, relA1, ∆lacU169 (φ 80 lacZ∆M15) [F´]) (Hanahan, 

1983). Estas células fueron utilizadas para obtener  ADN plasmídico de las 

construcciones descriptas en el Capítulo I. 

SURE (Stop Unwanted Rearrangement Events): Esta cep a (provista 

por Stratagene (CA, USA)) es deficiente en componen tes de la vía que 

cataliza el rearreglo y deleción de estructuras sec undarias y terciarias que 

impiden el clonado de ciertos genes en cepas conven cionales. 

Específicamente, estas células son deficientes en r estricción (McrA-, 

McrCB-, McrF-, Mrr-, HsdR-), endonucleasa (endA), y  recombinación (recB 

recJ). La cepa SURE fue utilizada para la preparaci ón de ADN plasmídico 

de las construcciones descriptas en el Capítulo II.  

 Escherichia coli cepa GM 119 (rm - , dam - , dcm -): Esta cepa fue 

utilizada para preparación de ADN plasmídico de las  construcciones que 

requerían corte con enzimas de restricción sensible s a metilación, tales 

como StuI y BclI. 

 

 

2. Células.  

 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares: 

-BHK-21 clon 13, fibroblastos de riñón de hámster l actante, Mesocricetus 

auratus (Macpherson and Stoker, 1962). 

-Vero clon 76, fibroblastos de riñón de mono verde africano, 

Cercopithecus aethiops (Yasumura and Kawakita, 1963). 

-HEK-293T, línea derivada de HEK-293, células de ri ñón embrionario 

humano (Graham et al., 1977). 

Estas tres líneas celulares fueron provistas por Am erican Type Cell 

Culture, USA. 

-BSR, derivadas de BHK-21 (Buchholz et al., 1999), gentilmente cedidas 

por el Dr. C. Conzelman (Department of Clinical Vir ology, Federal 

Research Centre for Virus Diseases of Animals, Muni ch, Alemania). 
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-BHK/T7-9 (Ito et al., 2003). Estas células expresa n la ARN polimerasa del 

fago T7 (T7ARNPol) en forma estable. Fueron provist as por Naoto Ito 

(Gifu, Japón). 

Los medios de cultivo y suplementos usados para el mantenimiento 

de las líneas celulares se detallan en la Tabla M1.   

 

Tabla M1. Líneas celulares y medios de mantenimient o.  

Nombre de la  
línea 

 
Medio de mantenimiento* 

BHK-21 
(Clon 13) 

 

Glasgow Minimun Essencial Medium (GMEM), suplementa do con 5% 
de suero fetal bovino (SFB), 0.1 mM Aminoácidos no Esenciales, 5 
mM HEPES. 

Vero  
(Clon 76) 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM), 10% SFB, 5  mM HEPES. 

BSR Glasgow Minimun Essencial Medium  
(GMEM), 5% SFB. 

BHK/T7-9  Glasgow Minimun Essencial Medium (GMEM), 10% SFB. 

HEK-293T Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM), 10% SFB, 0.1 mM 
Aminoácidos no Esenciales, 1 mM Piruvato Sódico. 

* Todos los medios de mantenimiento fueron además s uplementados con L-Glutamina (2 
mM) y con una mezcla de antibióticos (Penicilina (1 00 UI/ml) y Estreptomicina (100 
µg/ml)). 

 

Las células fueron mantenidas mediante pasajes suce sivos en 

botellas descartables de 25 cm 2 (Falcon), a 37°C en atmósfera húmeda 

con 5% de CO 2. En el caso de las células BHK/T7-9, el medio de c ultivo 

fue adicionado con el antibiótico Hygromicina (600 µg/mL) cada 3 pasajes 

sin tratamiento, para mantener la presión de selecc ión de las células que 

expresan la T7ARNPol. 

 

 

3. Virus.  

 

El virus Tacaribe (TCRV) (cepa TRVLII573 de C.T. Pf au, Rensselaer 

Polytechnical Institute, Troy, N.Y. U.S.A.), fue or iginalmente provisto por 

la Dra. M. Weissenbacher (Facultad de Medicina, Uni versidad de Buenos 

Aires). La amplificación de TCRV fue realizada en c élulas BHK-21, 
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siguiendo los procedimientos descriptos en trabajos  previos del grupo 

(López y Franze-Fernández, 1985). La titulación vir al fue llevada a cabo 

por el método de placas, en células Vero cultivadas  bajo medio sólido, 

según la técnica descripta por Mifune y colaborador es (Mifune et al., 

1971). 

 

 

4. Sueros y anticuerpos monoclonales.  

 

El suero α-NP es un suero de conejo dirigido contra la proteí na NP 

del virus Tacaribe, que fue previamente obtenido en  el laboratorio (Lopez 

et al., 2000). El suero α-actina es un policlonal de conejo que reconoce la 

proteína celular actina, y fue provisto por Sigma C hemical Company. Los 

sueros de conejo α-4E y α-4G reconocen respectivamente a los factores 

celulares de iniciación de la traducción eIF4E y eI F4G, y fueron provistos 

por Cell Signalling. El antisuero α-conejo, conjugado con peroxidasa de 

rabanito, fue suministrado por Jackson Immuno Resea rch®.  

 
 
 
5. Plásmidos.  
 
 

• Plásmidos que expresan las proteínas virales: pTCR V-N y pTCRV-L.  

 

Los plásmidos pTCRV-N y pTCRV-L, utilizados en este  trabajo de 

Tesis para la expresión de las proteínas NP y L de TCRV respectivamente, 

fueron generados previamente en el laboratorio (Cas abona et al., 2009; 

D'Antuono et al., 2014). El marco abierto de lectur a (ORF, Open Reading 

Frame) correspondiente a cada proteína se encuentra  clonado bajo el 

control del promotor de la T7ARNPol en el vector pT M1 (Moss et al., 1990) 

(ver Figura M1).  
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• Plásmido pCA-T7.  

 

Este plásmido expresa la enzima T7ARNPol bajo el co ntrol del 

promotor de actina de pollo (Niwa et al., 1991) y f ue utilizado para la 

expresión de la proteína viral NP. Fue provisto por  Ian Wickersham, MIT, 

The Salk Institute for Biological Studies, EEUU (Ad dgene plasmid # 

59926). 

 

 

6. Construcciones plasmídicas.  

 

En esta sección se describen los plásmidos construi dos para este 

trabajo de Tesis.  

 

• Plásmido pTM1-Renilla.  

 

Este plásmido fue utilizado para la generación de u n ARN 

mensajero (ARNm) sintético, que expresa la enzima l uciferasa de Renilla 

reniformis (REN). Para su construcción, un fragmento de ADN 

conteniendo la secuencia codificante de la enzima f ue sintetizado 

mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizand o los 

oligonucleótidos FW NcoI-Ren  (que incluye el sitio de restricción NcoI) y 

RV Ren Sma (incluye el sitio de restricción SmaI) (Tabla M2),  así como el 

plásmido pGL4.70hRluc (Promega) como templado. El p roducto de 

reacción fue digerido con las enzimas NcoI y SmaI, y el fragmento 

correspondiente al ORF REN fue purificado e inserta do bajo el control del 

promotor de la T7ARNPol entre los sitios de restric ción NcoI y SmaI del 

vector pTM1 (Moss et al., 1990). En el plásmido rec ombinante, la 

secuencia codificante de interés (en este caso, REN ) queda ubicada río 

abajo del Sitio Interno de Entrada de Ribosomas (IR ES) del virus de la 

Encefalomiocarditis (EMCV) que provee el vector. Es to permite que los 

ARNm transcriptos por la T7ARNPol sean traducidos e ficientemente en 

ausencia de estructura 7-metil guanosina (Cap) en e l extremo 5’ (Elroy-

Stein et al., 1989). 
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Figura M1. Representación esquemática (no a escala)  de los plásmidos pTM1 Renilla, 
pTCRV-N y pTCRV-L. La flecha verde indica la posici ón del promotor de la T7ARNPol 
(pT7). Se indica la posición del Sitio Interno de E ntrada de Ribosomas (IRES) de EMCV. 
La caja violeta indica la posición y sentido de la secuencia codificante para la proteína 
de interés. La caja roja indica la posición del ter minador de la T7ARNPol (t7) provisto por 
el vector pTM1. Las flechas azules señalan sitios d e restricción del vector. 
 
 
 

• Plásmido pPol I-MG/FLUC.  

 

El plásmido pPol I-MG/FLUC (Figura M2) expresa un m inigenoma 

análogo al ARN S de TCRV que contiene (de 5’ a 3’):  la región 5’ no 

codificante (5’NC) completa del ARN S genómico, seg uida por 171 

nucleótidos (nts.) de una secuencia espaciadora, lu ego la región 

intergénica (RIG) del ARN S, la secuencia codifican te para la enzima 

luciferasa de Photinus pyralis (de aquí en adelante FLUC), en sentido 

negativo y la región 3’ no codificante (3’NC) compl eta del ARN S 

genómico. El plásmido fue generado mediante la sust itución del la 

secuencia codificante del gen de la enzima bacteria na Cloramfenicol 

Acetil Transferasa (CAT) por el ORF FLUC en el plás mido pS-CAT 

(Casabona et al., 2009). Para esto, un fragmento de  ADN conteniendo la 

secuencia codificante para FLUC fue obtenido median te PCR, utilizando 

los oligonucleótidos FW LUC (con sitio de restricci ón BsaAI) y RV LUC 

(con sitio de restricción SacI) (Tabla M2) y el vec tor  pGL4.10[luc2] 

(Promega) como templado. El producto de la reacción  fue digerido con las 

enzimas BsaAI y SacI, y el fragmento de interés fue  purificado en gel de 

IRES

5’ 3’

IRES

pT7
GEN DE INTERES (+)

t7

NcoI

IRES

5’

IRESIRES

5’ 3’

IRES

pT7
GEN DE INTERES (+)

t7

NcoI

3’

IRES

pT7
GEN DE INTERES (+)

t7
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agarosa e insertado entre los sitios BsaAI y SacI d el plásmido pS-CAT, 

siguiendo protocolos clásicos de clonado (Sambrook,  2001). En el 

minigenoma, el ORF FLUC se encuentra ubicado en la misma posición y 

orientación que presenta el ORF NP en el ARN S. 

 

pPolI tPolI
5’NC 3’NCRIG FLUC (-) 3’5’

 
 
 
Figura M2. Representación esquemática del plásmido pPol I-MG/FLUC (no a escala). Se 
indica la posición de las regiones no codificantes 5’ (5’NC), 3’ (3’NC) e intergénica (RIG) 
del ARN S de TCRV. En gris se grafica la secuencia espaciadora. La posición de la 
secuencia del gen de la enzima FLUC (en sentido neg ativo) se indica con la caja verde. 
Se indican las posiciones del promotor (pPolI) y de l terminador (tPolI) de la ARN 
polimerasa I murina, provistos por el vector pRF42 (Flick and Pettersson, 2001). 

 

 

• Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt.  

 

El plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt contiene la informa ción 

necesaria para la síntesis in vitro de un ARNm análogo al ARNm de la 

nucleoproteína de TCRV. Para su construcción, el pl ásmido pPol I-

MG/FLUC fue utilizado como templado en una reacción  de PCR, en la que 

se emplearon los oligonucleótidos Fw T7-5’ mRNA y R ev IGR-3’ mRNA 

(Tabla M2). El cebador sentido Fw T7-5’ mRNA contie ne la secuencia del 

promotor T7 seguido de 5 nucleótidos no virales, el egidos al azar, y de los 

primeros 18 residuos de la región 5’NC del ARN S an tigenómico de TCRV. 

El oligonucleótido reverso corresponde a la secuenc ia ubicada entre las 

posiciones 1519 a 1539 del ARN S de TCRV, que compr ende 19 

nucleótidos (nts.) de la RIG. El fragmento de ADN o btenido contiene el 

promotor de la T7ARNPol seguido, en dirección 5’ a 3’, de 5 nucleótidos 

no virales, de la secuencia 5’ no codificante del s egmento antigenómico S 

de TCRV, luego la secuencia codificante para FLUC y  finalmente la región 

intergénica completa del segmento antigenómico S de  TCRV (Figura M3). 

El producto de PCR fue fosforilado mediante el trat amiento con la enzima 

T4 quinasa, según indicaciones del fabricante (Prom ega), y luego fue 

insertado en el sitio PVUII del vector pAT153/PVUII /8 (Anson et al., 1984).   
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Figura M3. Esquema del plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt . Se señala el inserto clonado en 
pAT153/PVUII/8 . La flecha amarilla indica la posición del promotor de la ARN polimerasa 
del fago T7 (pT7). Se señalan la región 5’ no codif icante del segmento antigenómico S 
(5’NC) y la región intergénica del ARN S antigenómi co (RIG). La secuencia codificante 
para FLUC se representa con la caja verde. Las flec has verticales indican la posición de 
los sitios de restricción utilizados en este trabaj o: BclI (Bc), BsaAI (B), SmaI (S), HindIII 
(H).  
 

 

Cabe señalar que tanto el plásmido pPol I-MG/FLUC c omo el 

plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt contienen dos cambios puntuales en la 

RIG respecto a la secuencia del ARN S de TCRV. Esto s cambios fueron 

introducidos en pS-CAT (Casabona et al., 2009) medi ante mutagénesis 

sitio dirigida (descripta más adelante) para incorp orar un sitio de corte 

para la enzima BsaAI, requerido para la generación de transcriptos 

mutantes (Capítulo I, Resultados). 

 

• Plásmidos pARNm-LUC con mutaciones en la región no  codificante 

5’. 

1-Mutantes por deleción.  

 

Los plásmidos pARNm-LUC/5’ ∆D/3’wt, pARNm-LUC/5’ ∆P/3’wt, 

pARNm-LUC/5’ ∆T/3’wt permiten obtener ARNs mensajeros sintéticos 

mutantes, con deleciones en la región 5’ no traduci ble (5’UTR) (Figura 

R14, Capitulo I, Resultados). Estos plásmidos fuero n generados mediante 

una estrategia de clonado similar a la utilizada pa ra el pARNm-

LUC/5’wt/3’wt. En todos los casos, un fragmento de ADN fue obtenido 

mediante PCR, utilizando pPol I-MG/FLUC como templa do, el 

5’

5’NC

FLUC (+) 3’

Inserto

(pAT)

pT7

Bc

RIG

B

SS

H

(pAT)
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oligonucleótido reverso Rev IGR-3’ mRNA y un oligon ucleótido directo, 

que contiene la secuencia del promotor de la T7ARNP ol y la secuencia 

que incluye la mutación de interés (Tabla M2). El f ragmento obtenido fue 

insertado en el vector pAT153/PVU II/8 previamente digerido con la 

enzima de restricción PVUII. 

Las características de cada una de las construccion es mutantes se 

describen a continuación.  

 

Plásmido pARNm-LUC/5’ ∆D/ 3’wt.  

 

El plásmido pARNm-LUC/5’ ∆D/3’wt contiene una deleción de 43 

nucleótidos en la región central de la secuencia 5’ NC. Fue utilizado para 

la síntesis in vitro de un ARNm mutante cuya región 5’UTR contiene (en 

sentido 5’ a 3’) 5 nucleótidos no virales, seguidos  por 33 nucleótidos 

virales, que corresponden a las posiciones 1 a 21 y  65 a 76 de la región 

5’UTR del ARNm NP (se toma como posición 1 el extre mo 5’). Un esquema 

de la región NC del ARNm mutante se presenta en la Figura R14A 

(Capitulo I, Resultados). 

 

 Plásmido pARNm-LUC/5’ ∆P/3’wt.  

 

El plásmido pARNm-LUC/5’ ∆P/3’wt contiene una deleción de 24 nts. 

en la región 5’ terminal de la secuencia no codific ante viral. El ARN 

5’∆P/3’wt presenta (de 5’ a 3’), 5 nucleótidos no vira les seguidos de 52 

nucleótidos, correspondientes a las posiciones 25 a  76 de la región 5’UTR 

del ARNm NP (Figura R14A, Capitulo I, Resultados). 

 

Plásmido pARNm-LUC/5’ ∆T/3’wt.  

 

La secuencia 5’UTR del ARN sintetizado a partir de esta 

construcción posee solo 7 nts., que corresponden a las posiciones 70 a 

76 del ARNm de NP (Figura R14A, Capitulo I, Resulta dos). 



47 

 

2-Mutantes por sustitución.  

 

Plásmido pARNm-LUC/5’UNS/3’wt.  

 

En este plásmido, la secuencia 5’UTR del ARNm de NP  fue 

substituida por una secuencia aleatoria no relacion ada, rica en bases 

pirimidínicas, de igual longitud.  

Como primer paso para su obtención, generamos un pl ásmido de 

transición denominado pARNm-LUC/5’ UTR(-)/StuI(+). Este plásmido 

contiene, de 5’ a 3’, la secuencia del promotor T7,  un sitio de restricción 

StuI, la secuencia del ORF FLUC y la secuencia 3’UT R del ARNm de NP. 

Fue generado mediante mutagénesis sitio dirigida de l vector pARNm-

LUC/5’∆T/3’wt (ver más adelante), con los oligonucleótidos  F-inserc-

StuI/NcoI y R-inserc-StuI/NcoI (Tabla M2). Una vez construido el plásmido 

de transición, se procedió a sintetizar un fragment o de ADN mediante 

PCR, con los oligonucleótidos cebadores Fw11 5’ uns truct (con sitio de 

restricción StuI) y Rev IGR-3’ mRNA y el plásmido p ARNm-LUC/5’wt/3’wt 

como templado. El fragmento obtenido fue digerido p osteriormente con la 

enzima StuI y con BclI, cuyo sitio de corte se encu entra situado dentro del 

ORF FLUC. Este fragmento fue purificado y luego clo nado entre los sitios 

de restricción StuI y BclI del plásmido de transici ón pARNm-LUC/5’UTR(-

)/StuI(+).  

 

Plásmido pARNm-LUC/5’ß_Glo/3’wt.  

 

En este plásmido la secuencia 5’UTR del ARNm de NP fue 

reemplazada por la secuencia 5’UTR del gen de la he moglobina beta 

humana (Genbank: NM_000518). Para esto, se sintetiz ó un fragmento de 

ADN mediante PCR, con los oligonucleótidos Fw 5UTR_globin (con sitio 

de restricción StuI) y Rev IGR-3’mRNA (Tabla M2) y el plásmido pPol I-

MG/FLUC como templado. Tal como se describe en el p unto anterior, el 

fragmento de ADN fue digerido con las enzimas StuI y BclI e insertado 

entre los sitios StuI y BclI del plásmido de transi ción pARNm-LUC/5’UTR(-

)/StuI(+). 
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• Plásmidos pARNm LUC con mutaciones en la región no  codificante 

3’. 

 

1-Mutantes por sustitución.  

 

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’UNS.  

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’HII_mut1.  

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’his.  

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’poliA.  

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’ ∆H+19are. 

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’ ∆H+19T. 

 

Estas construcciones plasmídicas fueron generadas s iguiendo una 

estrategia de clonado similar a la utilizada para e l pARNm-LUC/5’wt/3’wt. 

Brevemente, ésta implica la síntesis de un fragment o de ADN mediante 

PCR, utilizando pPol I-MG/FLUC como templado, el ol igonucleótido 

directo Fw T7-5’ mRNA y un cebador reverso contenie ndo la mutación a 

introducir ( Tabla M2). En todos los casos, el producto de PCR fue 

fosforilado e insertado en el vector pAT153/PVUII/8  previamente digerido 

con la enzima de restricción PVUII. 

Las secuencias 3’UTR de los transcriptos derivados se presentan 

en el Capítulo I, Resultados.  

 

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’HI_mut2.  

 

En este plásmido la secuencia correspondiente a las  posiciones 15 

a 27 de la región no codificante 3’ del ARNm viral (se toma como 1 el 

primer nucleótido hacia 3’ a partir del codón de te rminación) fue 

sustituida por la secuencia autocomplementaria. Par a ello, se sintetizó un 

fragmento de ADN mediante PCR, con los oligonucleót idos Fw T7-5’ 

mRNA y rv_mutloopI (Tabla M2) y el plásmido pPol I- MG/FLUC como 

templado. El producto de la reacción fue digerido c on las enzimas SmaI y 
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BclI, purificado y luego insertado entre los sitios  SmaI y BclI del plásmido 

pARNm-LUC/5’wt/3’wt.  

 

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’HI_mut1.  

 

En este plásmido la secuencia correspondiente a las  posiciones 1 a 

20 de la región no codificante 3’ del ARNm viral fu e sustituida por la 

secuencia autocomplementaria. Para su construcción,  los 

oligonucleótidos Fw T7-5’ mRNA y Rv8 mut pre-H fuer on utilizados en una 

reacción de PCR, con el plásmido pPol I-MG/FLUC com o templado. El 

producto de la reacción fue digerido con las enzima s BclI y BsaAI y luego 

de su purificación, el fragmento de interés fue ins ertado entre los sitios 

BclI y BsaAI del plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt.   

 

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’rev.  

 

El plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’rev posee 2 sustitucio nes 

puntuales (C21/T y G23/C) que generan un sitio BsaA I. Este plásmido fue 

construido mediante mutagénesis sitio-dirigida, tal  como se describe más 

adelante, utilizando los oligonucleótidos loopIpSag _FW y loopIpSag_Rv 

(Tabla M2).  

 

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’HII_mut2.  

 

En este plásmido, la secuencia ubicada entre las po siciones 28 a 63 

de la región no codificante 3’ del ARNm viral fue s ustituida por parte de la 

misma secuencia 3’UTR (posiciones 7 a 25 y 37 a 55,  separadas por el 

dinucleótido TA) (Figura R8A, Capitulo I, Resultado s). Para ello, los 

oligonucleótidos complementarios Fw2 hairpin corto y Rv2 hairpin corto 

(Tabla M2), fosforilados en el extremo 5’, fueron h ibridizados en buffer 

STE (100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl, pH 8.0 ) en un volumen 

final de 50 µl, mediante incubación a 80°C durante 5 minutos, se guida de 

enfriamiento lento hasta temperatura ambiente. El A DN dúplex generado 
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fue insertado entre los sitios BsaAI y SmaI del plá smido pARNm-

LUC/5’wt/3’wt, en reemplazo del fragmento salvaje. 

 

 Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’HII_mut3.  

 

Este plásmido fue construido de forma similar a la indicada para 

pARNm-LUC/5’wt/3’HII_mut2, en este caso utilizando los oligonucleótidos 

Fw3 Hcomp3’ y Rv3 Hcomp3’ (Tabla M2). En esta const rucción, las 

posiciones 47 a 63 de la secuencia 3’UTR del ARNm d e NP fue sustituida 

por la secuencia complementaria a sí misma (Figura R8A, Capitulo I, 

Resultados).  

 

Plásmido pARNm-LUC/5’ßGlo/3’poliA.  

 

El plásmido pARNm-LUC/5’ßGlo/3’poliA posee la susti tución de las 

regiones 5’ y 3’ no codificantes virales, por la se cuencia 5’UTR del gen de 

la hemoglobina beta humana y por la cola de poliA, respectivamente. Para 

su generación, el plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’poliA f ue digerido con las 

enzimas HindIII y BclI y el fragmento que contiene el tracto de poliA, fue 

purificado y ligado entre los sitios HindIII y BclI  del plásmido pARNm-

LUC/5’ßGlo/3’wt.  

 

 

2-Mutantes por inserción.  

 

Plásmidos pARNm LUC/5’wt/3’sp1 y pARNm-LUC/5’wt/3’s p3. 

 

Para la construcción de estos plásmidos, un par de 

oligonucleótidos complementarios entre sí (Fw1 3Xsp  y Rv1 3Xsp, Tabla 

M2), fosforilados en sus extremos 5’, fueron someti dos a un tratamiento 

de hibridización, siguiendo el protocolo indicado e n la sección anterior. El 

ADN dúplex, que comprende las posiciones 1 a 23 de la secuencia 3’UTR 

del ARNm de NP, fue ligado al plásmido pARNm-LUC/5’ wt/3’wt 

previamente digerido con la enzima BsaAI. Entre los  plásmidos que 
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incorporaron el inserto, fueron seleccionados clone s con inserción 

simple o múltiple. Así, el plásmido recombinante pA RNm-LUC/5’wt/3’sp1 

posee una inserción de 9 copias en tándem, mientras  que el plásmido 

pARNm-LUC/5’wt/3’sp3 contiene una inserción de 2 co pias en tándem, 

orientadas en sentido inverso. Los ARN sintéticos g enerados a partir de 

estos plásmidos se esquematizan en la Figura R10A ( Capítulo I, 

Resultados). 

 

Plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’sp2.  

 

Para la obtención de este plásmido, un fragmento de  ADN de 100 

pares de bases (pb), obtenido mediante digestión de l vector pTM1 con la 

enzima de restricción AluI, seguido de fraccionamie nto en gel de agarosa 

y purificación, fue ligado al plásmido pARNm-LUC/5’ wt/3’wt previamente 

digerido con la enzima BsaAI.  

 

 
Tabla M2. Oligonucleótidos utilizados en la generac ión de los plásmidos descriptos en el 
Capítulo I. 

 
 

     
        PLASMIDO 

 
OLIGONUCLEOTID
O 

 
                                    SECUENCIA (5 �� ��’’’’  a 3 �� ��’’’’) 

 

pTM1-Renilla FW  NcoI-Ren ttaatcgccATGGCTTCCAAGGTGTACGACC 

 

pTM1-Renilla RV Ren Sma cgatcccGGGCTAGAATTACTGCTCGTTCTTCAGCACGCG 

 

pPol I-MG/ FLUC FW LUC 
CACTGAGCTCTTTTTTGAAATCCTTGCTTTGATCGCCATAATGGA
A 
GACGCCAAAAACATAAAGAAAGGC 

 
pPol I-MG/ FLUC RV LUC 

GAGGCACGTATGGTGCGGAAGTCTTACAGCTTACACGGCGATC
T 
TTCCGCC 

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’wt 

 
Fw T7-5’ mRNA 

 

 
CGCTTTAATACGACTCACTATA GGACTCGCACAGTGGATCCTAG
G 
 

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’wt 

 
Rev IGR-3’mRNA 

 
TAGGACAGCACATTTGCGCTCC 

 
pARNm-
LUC/5’∆D/3’wt 

 
Delta 5UTR mRNA 
NP 
 

 
CGCTTTAATACGACTCACTATA GGACTCGCACAGTGGATCCTAG
GCAATTGATCGCCATAATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAA
GG 
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pARNm-
LUC/5’∆P/3’wt 

 
Fw7 delecion 
5UTRbis 
 

 
CGCTTTAATACGACTCACTATA GGACTGTCTAACTCTTTCACTGA 
GCTCTTTTTTGAAATCCTTGCTTTGATCGCCATAATG 
 

 
pARNm- 
LUC/5’∆T/3’wt 

 
FwD5+mRNA Luc  

 
CGCTTTAATACGACTCACTATA CGCCATAATGGAAGACGCC 
 

 
pARNm-LUC/5’UTR 
(-)/StuI(+) 

 
F-inserc- StuI/NcoI     

 
CGCTTTAATACGACTCACTATA GGCCTCCATGGAAGACGCCAAA 
AAC 

 
pARNm-LUC/5’UTR 
(-)/StuI(+) 

 
R-inserc- StuI/NcoI     

 
GTTTTTGGCGTCTTCCATGGAGGCCTATAGTGAGTCGTATTAAA 
GCG 

 
pARNm-
LUC/5’UNS/3’wt 

 
Fw11 5’ unstruct 

 
ataggCCTGGACTTCTCTCATCTCATCTCACTCTCTCTGTCTTGC 
TCTCATTCTCTCATCTATCTCACTCTCTCTGTCTTGCGCCATA 
ATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG 
 

 
pARNm-
LUC/5’ß_Glo/3’wt 

 
Fw 5UTR_globin 

 

 
ataggCCTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCT
CAAACAGACACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG 
 

 
pARNm-LUC/5’wt/3’ 
UNS 

 
Rv3DH-unst LUC 

 
GAGAGGGGAAGAGAGGAAGGAGGAGGGGAGGAGGAGAGGAG
AG 
GAGAGAAAG ATTACACGGCGATCTTTCCGCCCTTC  

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’HII_mut1  

 
Rv mut loop 
 

 
acccGGG CCGGTGTGGTTTTTTAATTTATAATGTTGCCGCGGATC
G 
GGGAGGC 

 
pARNm-LUC/5’wt/3’ 
his  

 
Rv 3histone LUC 

 
TTGGGTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTGGAAGGAGGAGAGGAGAG 
GAGAGAAAGATTACACGGCGATCTTTCCGCCCTTC 
 

 
pARNm-LUC/5’wt/3’ 
poliA 

 
RV 3poliA LUC 

 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTACACGGCGATCTTTCCGCCCttc  

 
pARNm-LUC/5’wt/3’ 
∆H+19are 

 
Pr 19deltaH 
 

 
GGGGTACCGCACCGGGGATCCTAGG CGCACGTATGGTGCGGAA 
GTCTTACAGCTTACA 

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’ ∆H+19T 

 
R19TDH 
 

 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAGC ACGTATGGTGCGGAAGTCTTAC
AGC 
TTA 
 

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’HI_mut2 

 
rv_mutloopI 
 

 
tttgcccGGGCCGGTGTGGCCCCCCGATCCGCGGCGTTGCCGCGG 
ATCGGGGAGCACGCCACCCACGGGAAGTCTTACAGCTTAC 

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’HI_mut1 

 
Rv8 mut preH    
 

 
ggcTACGTACCACGCCTTCAGAATGTCGTTACACGGCGATCTTTC
CGC    
 

 
pARNm LUC 
5’wt/3’rev 

 
loopIpSag_FW 
 

 
CTGTAAGACTTCCGCACCACAGGTGCCTCCCCGATCC  

 
pARNm LUC 
5’wt/3’rev 

 
loopIpSag_Rv 
 

 
 
GGATCGGGGAGGCACCTGTGGTGCGGAAGTCTTACAG 

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’HII_mut2 

 
Fw2 HII corto 
(fosforilado) 
 

 
AGACTTCCGCACCATACGTTACCGCGGCAACGCCGCGGATCAC
ACCGGCCCggg 
 

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’HII_mut2 

 
Rv2 HII corto 
(fosforilado) 
 

 
cccGGGCCGGTGTGATCCGCGGCGTTGCCGCGGTAACGTATGGT 
G CGGAAGTCT 
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pARNm-
LUC/5’wt/3’HII_mut3  

 
Fw3 HIIcomp3’ 
(fosforilado)             
 

 
GTGCCTCCCCGATCCGCGGCAACCGGCGCCTAGCCCCGCGCAC
ACCGGCCCggg 
 

 
pARNm-
LUC/5’wt/3’HII_mut3 

 
Rv3 HIIcomp3’ 
(fosforilado) 
 

 
cccGGGCCGGTGTGCGCGGGGCTAGGCGCCGGTTGCCGCGGAT
C 
GGGGAGGCAC 
 

 
pARNm LUC 
5’wt/3’sp1  
 
pARNm LUC 
5’wt/3’sp3 

 
Fw1 3Xsp 
(fosforilado) 

 
GCTGTAAGACTTCCGCACCATAGCTGCTGTAAGACTTCCGCACC
A 
TAC 
 

 
pARNm LUC 
5’wt/3’sp1  
 
pARNm LUC  
5’wt/3’sp3 

  
Rv1 3Xsp 
(fosforilado) 
 

 
GTATGGTGCGGAAGTCTTACAGCAGCTATGGTGCGGAAGTCTTA 
CAGC 
 

 
Tabla M2. Oligonucleótidos utilizados en la constru cción de los plásmidos indicados. La 
secuencia del promotor de la T7ARNPol se indica con  letras rojas. En los 
oligonucleótidos Fw T7-5’ mRNA y Pr 19deltaH la sec uencia subrayada corresponde a 
los 19 nts. terminales de los extremos 5’ y 3’, res pectivamente, del ARN S antigenómico 
de TCRV. En los oligonucleótidos restantes, los seg mentos resaltados en rosa 
corresponden a sitios de restricción, en verde se m uestra la secuencia proveniente del 
ORF FLUC, en celeste los nucleótidos no virales, en  amarillo las sustituciones puntuales. 
 
 

• Plásmidos utilizados para la obtención de TCRV rec ombinante.  

 

Plásmidos pLag wt y pSag wt.  

 

Para la obtención de pLag wt, se utilizó como base el plásmido 

pAgenCAT (Lopez et al., 2001), que expresa un minir eplicón análogo al 

segmento antigenómico S de TCRV, bajo el control de l pT7. Este mini-

antigenoma contiene el gen reportero CAT flanqueado  por las regiones 3’ 

y 5’ no codificantes del ARN S antigenómico (Sag) d e TCRV. Mediante 

mutagénesis sitio-dirigida, el plásmido pAgenCAT fu e modificado para 

introducir dos cambios puntuales en la secuencia 5’  terminal no 

codificante del minireplicón (T6G y A8T), de tal ma nera que en el mutante 

esta secuencia corresponde a la del ARN L antigenóm ico. El plásmido 

resultante fue denominado pLagCAT. A efectos de fac ilitar el clonado 

posterior, el sitio BamHI del vector en el plásmido  pLagCAT fue suprimido 

mediante la misma técnica de mutagénesis sitio-diri gida, generándose un 

sitio KpnI en esa posición. El plásmido resultante fue denominado 

pLagCAT_KpnI. 
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Por otra parte, se generó el plásmido pLg que conti ene la secuencia 

completa del segmento L de TCRV en el vector pTV2.0 , mediante el 

clonado secuencial de fragmentos de restricción obt enidos a partir de 

plásmidos previamente construidos en el laboratorio  (Iapalucci et al., 

1989a; Iapalucci et al., 1989b; Lopez et al., 2001) . Finalmente, el plásmido 

pLagCAT_KpnI fue digerido con la enzima BamHI y el fragmento mayor, 

que comprende el vector y los primeros 9 nts. de la s regiones 5’ y 3’ NC 

del ARN L de TCRV, fue purificado en gel de agarosa  y desfosforilado 

mediante el tratamiento con la enzima CIAP según pr otocolos clásicos 

(Sambrook, 2001). El fragmento resultante fue ligad o a un fragmento que 

corresponde a las posiciones 10 a 7088 del ARN L de  TCRV, obtenido a 

partir del plásmido pLg previamente digerido con la  enzima BamHI (Figura 

M4). 

 

 

BstEIIBstEII

Z (-)
5’ NC

L (+)

pT7

Rz 

HDV

t7

RIG

3’ NC
3’5’

BamHI BamHI

 
 
Figura M4. Esquema del plásmido pLag wt, que expres a el ARN L antigenómico. El 
segmento L antigenómico de TCRV se encuentra clonad o en el vector pTV2.0, río abajo 
del promotor de la T7ARNpol (pT7) y río arriba del sitio de corte de la Ribozima del virus 
de la Hepatitis delta (Rz HDV) y del terminador (t7 ). Se señalan las regiones no 
codificantes 5’ (5’ NC), 3’ (3’ NC), e intergénica (RIG). Las flechas gruesas señalan los 
ORFs de la polimerasa L (L) y la proteína matriz Z (Z), los signos indican el sentido en el 
que están dispuestos. Las flechas verticales indica n sitios de restricción relevantes. 
 

 

Para la construcción de pSag wt, el plásmido p15-2 (Lopez et al., 

2001), que fuera obtenido como paso previo a la gen eración de 

pAgenCAT, fue digerido con las enzimas NcoI y BstEI I. Luego de la 

separación de los productos de la digestión en gel de agarosa, el 

fragmento mayor, que contiene el vector pTV2.0 y la s secuencias no 

codificantes terminales del ARN S de TCRV, fue recu perado y ligado a un 

fragmento de ADN que contiene la secuencia comprend ida entre las 

posiciones 67 a 3066 del segmento S de TCRV, obteni do luego de la 
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digestión del clon p2b2 (Franze-Fernandez et al., 1 987) con las mismas 

enzimas (Figura M5). 

 

pT7

NP (+) GPC (-)
t7

Rz
HDV3’ NC5’ NC

RIG

5’ 3’

 
Figura M5. Esquema del plásmido pSag wt, que expres a el ARN S antigenómico. La 
secuencia completa del segmento S antigenómico de T CRV fue clonada en el vector 
pTV2.0 río abajo del promotor de la T7ARNpol (pT7) y río arriba del sitio de corte de la 
Ribozima del virus de la Hepatitis delta (Rz HDV) y  del terminador (t7). Se señalan las 
regiones no codificantes 5’ (5’ NC), 3’ (3’ NC), e intergénica (RIG). Las flechas señalan los 
ORFs de la nucleoproteína (NP) y del precursor de l as glicoproteínas de envoltura (GPC), 
los signos indican el sentido en que están dispuest os.  
 

 

Plásmidos pSag wt +C y pLag wt +C. 

 

Los plásmidos pSag wt y pLag wt fueron modificados para incluir 

un nucleótido C extra en el extremo 3’ de la secuen cia antigenómica. La 

modificación fue introducida mediante mutagénesis s itio-dirigida, 

siguiendo el procedimiento descripto más adelante. En ambos casos, se 

utilizaron los oligonucleótidos Lag extra C Fw y La g extra C Rv, los cuales 

incluyen la mutación deseada (Tabla M3), debido a l a estricta 

conservación de la secuencia de los 19 nts. termina les en el extremo 3’ de 

los segmentos S y L.  

Para la selección de los clones mutantes, se proced ió al 

secuenciamiento de la región pertinente en cada cas o. Una vez 

corroborada la secuencia, el plásmido pSag mutante fue digerido con las 

enzimas HpaI y PstI, mientras que el plásmido pLag mutante lo fue con las 

enzimas XhoI y KpnI (Figura M6). Los fragmentos con teniendo la 

mutación fueron purificados y luego insertados en r eemplazo del 

fragmento homólogo correspondiente, en los plásmido s pSag wt y pLag 

wt, previamente digeridos con las enzimas HpaI y Ps tI o XhoI y KpnI, 

respectivamente.  
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Figura M6. Esquema de la generación de pSag wt +C (arriba) y pLag wt +C (abajo). Con 
flechas verticales se señalan los sitios de restric ción utilizados en el clonado de pSag 
wt+C y pLag wt +C. La línea roja señala el inserto que contiene el n ucleótido C extra, 
generado por mutagénesis sitio-dirigida.  

 

 

Plásmido pSag GFP +C. 

 

El fragmento de ADN correspondiente al ORF de la pr oteína GFP 

fue obtenido mediante PCR, utilizando como templado  el plásmido 

pGFPVector (Clontech), el cebador sentido FwGFP fos forilado y el 

cebador reverso RvGFP (Tabla M3), que contiene la s ecuencia del sitio de 

corte para la enzima de restricción SfiI (Figura M7 ). Luego de su 

purificación en gel de agarosa, el producto de PCR fue digerido con la 

enzima SfiI. Por otra parte, pSag wt +C fue digerido con la enzima de 

restricción NcoI (el sitio comprende al codón de in icio del ORF GPC), y 

luego tratado con la enzima Klenow para rellenar lo s extremos cohesivos 

generando un extremo romo. Luego de su purificación , el ADN linealizado 

fue digerido con la enzima SfiI. Los productos de l a digestión fueron 

separados en gel de agarosa, y el fragmento mayor, que carece de la 

secuencia codificante para GPC, fue purificado y li gado al producto de 

PCR que contiene la secuencia de GFP (digerido por SfiI). En el plásmido 

recombinante, la secuencia codificante para GFP sus tituye al ORF GPC. 
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Figura M7. Estrategia de clonado del plásmido pSag GFP+C. Las flechas verticales 
señalan los sitios de restricción utilizados en el clonado. 

 

 

 Plásmido pSag CHERRY +C. 

 

El ORF de la proteína CHERRY fue obtenido mediante PCR, 

utilizando los oligonucleótidos específicos Fw S-CH ERRY SacI y Rv S-

CHERRY SfiI (Tabla M3) y el plásmido pm-Cherry-N1 ( Clontech) como 

templado. El producto de PCR fue digerido con las e nzimas SacI y SfiI, los 

productos de la digestión fueron separados en gel d e agarosa y el 

fragmento de mayor tamaño, que contiene la secuenci a codificante para 

CHERRY, fue purificado mediante kit comercial. Este  fragmento fue 

insertado entre los sitios SacI y SfiI de pSag wt +C, en reemplazo del ORF 

de la proteína NP de TCRV (Figura M8). 
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Figura M8. Estrategia de clonado del plásmido pSag CHERRY+C. Las flechas verticales 
señalan los sitios de restricción utilizados. 

 

 

Plásmido pLag pol (-) +C. 

 

El plásmido pLag pol(-) +C fue obtenido mediante la introducción de 

una mutación puntual en el ORF L dentro del plásmid o pLag wt +C. Para su 

construcción, el plásmido L C2 (Wilda et al., 2008) , que codifica para la 

proteína L mutante, fue digerido con la enzima de r estricción BstEII (ver 

Figura M4). El fragmento de menor tamaño, portador de la mutación, fue 

insertado entre los sitios BstEII de pLag wt +C, en reemplazo del fragmento 

salvaje. Este cambio hace que la proteína L pierda su actividad 

polimerasa (Wilda et al., 2008). 
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Tabla M3. Oligonucleótidos utilizados en la generac ión de los plásmidos presentados en 
el Capítulo II. 

 
OLIGONUCLEOTIDO 

 
                                                     SECUENCIA (5’  a 3’ )  

 
Lag ExtraC Fw 

 
GGATCCCCGGTGCGCGGGTCGGCATGGC 
 

 
Lag ExtraC Rv 

 
GCCATGCCGACCCGCGCACCGGGGATCC 
 

 
Fw GFP 
 

 
ATGAGTAAAGGAGAAGAAC  

 
Rv GFP 

 
atcgggGGCCACACCGGCCCGGGCAAAGCCCGGGCCGGTGGGAGCGCAAAT GGCTGTC
TTATTTGTATAGTTCATCCATGC 
 

 
Fw S-Cherry SacI 
 

 
cactGAGCTCTTTTTTGAAATCCTTGCTTTGATCGCCATAATGGTTTCTAA GGGTGAAGAA
GATAACATGG 
 

 
Rv S-Cherry SfiI 
 

 
cccgGGCCGGTGTGGCCCCCCGATCCGCGGCGTTGCCGCGGATCGGGGAGG CACCTGT
GGTGCGGAAGTCTTACAGCTTACTTGTACAATTCATCCATACCACC 
 

Se indican los nombres y las secuencias de los olig onucleótidos utilizados para la 
generación de un clon infeccioso de TCRV. Cuando co rresponde, se señalan los sitios 
de restricción (fucsia) y los codones de iniciación  (verde) o de terminación (rojo) de ORF. 
En amarillo se marca el nucleótido extra (C) introd ucido en pLag wt y pSag wt.  
 

 

7. Mutagénesis sitio-dirigida.  

 

Los cambios puntuales descriptos en este trabajo fu eron 

introducidos mediante la metodología descripta en e l Quick Change® 

Site-Directed Mutagenesis Kit de Stratagene™ con al gunas 

modificaciones. Brevemente y de forma general, la t écnica implica la 

realización de una PCR sobre el plásmido templado a decuado (indicado 

en cada caso) con dos oligonucleótidos  (directo y reverso) de secuencia 

complementaria, que incluyen el cambio deseado. Los  parámetros de la 

reacción se fijan para que el templado sea amplific ado completamente, 

incluyendo la mutación. Posteriormente, los product os de PCR son 

tratados con la endonucleasa DpnI, para digerir esp ecíficamente el ADN 

plasmídico templado que se encuentra metilado, sele ccionando así el 

ADN sintetizado (no metilado) que contiene la mutac ión. Este ADN es 

utilizado para transformar bacterias competentes. C ada colonia 

transformante corresponde a un clon de ADN que pued e contener el 
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cambio deseado. Para constatar la introducción del cambio, por lo menos 

tres clones de cada variante fueron seleccionados p ara su secuenciación 

nucleotídica. 

 

 

8. Síntesis de ARN  in vitro. 

 

Para la síntesis in vitro de los ARNm, el plásmido templado 

adecuado fue linealizado con la enzima de restricci ón indicada en cada 

caso, tal como se especifica en la Tabla M4. Luego,  el plásmido 

linealizado fue extraído con fenol-cloroformo, prec ipitado con etanol y 

resuspendido en agua libre de RNAsas. El ADN purifi cado (200 ng) fue 

utilizado como templado en una reacción de síntesis  in vitro mediante la 

enzima ARN polimerasa del fago T7 (MEGAScript® T7 K it, Ambion), con 

0,4 mM de GTP, 1 mM de cada uno de los restantes ri bonucleótidos (ATP, 

CTP y UTP), y, salvo que se indique lo contrario, 1  mM del análogo Cap 

m7G(5')ppp(5')G (S1404S, New England BioLabs inc.),  en un volumen final 

de 20 µl. La mezcla de reacción fue incubada durante 3 hor as a 37°C y 

luego el templado fue eliminado mediante tratamient o con DNAsa libre de 

RNAsas (MEGAScript® T7 Kit, Ambion). El transcripto  obtenido como 

producto de la reacción fue purificado mediante col umna Sephadex G-50 

(Illustra™ MicroSpin™, GE Healthcare). Su concentra ción fue determinada 

mediante cuantificación de la densidad óptica utili zando un equipo 

Nanodrop y su integridad fue controlada mediante el ectroforesis en gel de 

agarosa. 

Para la síntesis del ARN control REN, el plásmido p TM1 Renilla fue 

linealizado con la enzima SmaI y luego utilizado en  la síntesis in vitro, en 

ausencia  del análogo de Cap, siguiendo el protocolo descript o 

anteriormente. 
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Tabla M4. Plásmidos utilizados para la síntesis y c aracterísticas de los ARN sintéticos. 

 
a. Se indica presencia (+) o ausencia (-) de estruc tura Cap en el extremo 5’ del 
transcripto.  
b. Nombre del plásmido usado como templado seguido de la enzima utilizada para su 
linealización.  
c. La longitud de las regiones 5’ y 3’ UTR de cada transcripto se indican en número de 
nucleótidos.  

 

 

9. Transfecciones de ADN.  

 

Monocapas de células BSR, cultivadas en placas de 2 4 pocillos 

(aproximadamente 4 x 10 5 células por pocillo) fueron lavadas con medio 

de transfección (Optimen, Invitrogen) y posteriorme nte transfectadas con 

los plásmidos adecuados a cada experimento, utiliza ndo el reactivo 

Lipofectamina™2000 según especificaciones del fabri cante (Thermo 

Fisher Scientific ). La cantidad total de ADN plasmídico transfectada en  

 

ARN sintético 

 

Capa 

 

Templado para síntesis in vitrob 

5´UTRc 

(nts.) 

3´ UTRc 

(nts.) 

5’wt/3’wt  + pARNm -LUC/5’wt/3’wt/SmaI  81 74 

5’wt/3’RIG  + pARNm -LUC/5’wt/3’wt/HindIII  81 124 

5’wt/3’rev  + pARNm -LUC/5’wt/3’rev/SmaI  81 74 

5’wt/3’ ∆H + pARNm -LUC/5’wt/3’wt/BsaAI  81 23 

5’wt/3’ ∆H+19are + pARNm-LUC/5’wt/3’ ∆H+19are/HindIII 81 61 

5’wt/3’ ∆H+19T + pARNm -LUC/5’wt/3’ ∆H+19T/HindIII  81 54 

5’wt/3’UNS  + pARNm -LUC/5’wt/3’UNS/HindIII  81 61 

5’wt/3’his  + pARNm-LUC/5’wt/3’his/HindIII  81 61 

5’wt/3’poliA  + pARNm -LUC/5’wt/3’poliA/HindIII  81 61 

5’wt/3’HII_mut1  + pARNm -LUC/5’wt/3’HII_mut1/SmaI  81 74 

5’wt/3’HII_mut2  + pARNm -LUC/5’wt/3’HII_mut2/SmaI  81 74 

5’wt/3’HII_mut3  + pARNm -LUC/5’wt/3’HII_mut3/SmaI  81 74 

5’wt/3’sp1  + pARNm -LUC/5’wt/3’sp1/SmaI  81 283 

5’wt/3’sp2  + pARNm -LUC/5’wt/3’sp2/SmaI  81 174 

5’wt/3’sp3  + pARNm -LUC/5’wt/3’sp3/SmaI  81 122 

5’wt/3’HI_mut1  + pARNm -LUC/5’wt/3’HI_mut1/SmaI  81 73 

5’wt/3’HI_mut2  + pARNm -LUC/5’wt/3’HI_mut2/SmaI  81 74 

5’∆D/3’wt  + pARNm -LUC/5’∆D/ 3’wt/SmaI  38 74 

5’∆P/3’wt  + pARNm -LUC/5’∆P/ 3’wt/SmaI  57 74 

5’∆T/3’wt  + pARNm -LUC/5’∆T/ 3’wt/SmaI  7 74 

5’ß_Glo/3’wt  + pARNm -LUC/5’ßGlo/3’wt/SmaI  55 74 

5’ß_Glo/3’poliA  + pARNm -LUC/5’ßGlo/3’poliA/HindIII  55 61 

5’UNS/3’wt  + pARNm-LUC/5’UNS/3’wt/SmaI  84 74 

5’wtCap -/3’wt  - pARNm -LUC/5’wt/3’wt/SmaI  81 74 

ARN REN - pTM1-Renilla/SmaI  - - 
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cada pocillo, se llevó a un valor constante mediant e el agregado de la 

cantidad apropiada de ADN del vector pTM1 vacío. Lo s plásmidos que 

codifican las proteínas virales fueron cotransfecta dos con 0,5 µg/pocillo 

del plásmido pCA-T7. En todos los casos, la mezcla de transfección fue 

retirada a las 4 horas posttransfección (h.p.t.), l as monocapas celulares 

fueron lavadas con medio sin suero y luego cubierta s con 0,5 ml (por 

pocillo) de medio de cultivo de mantenimiento, cont eniendo de 2% a 10% 

de SFB, de acuerdo a la confluencia de la monocapa.   

 Las transfecciones de células HEK-293T, fueron rea lizadas sobre 

monocapas cultivadas hasta un 50% de confluencia en  placas de 24 

pocillos, mediante el método de fosfato de calcio ( Graham and van der 

Eb, 1973). Brevemente, por cada pocillo, se preparó  una mezcla 

conteniendo 20 µl de buffer 2XBS/1XHepes (Hepes 25 mM, NaCl 278 mM,  

KCl 10 mM, NaHPO4 1,5 mM, dextrosa 11 mM, pH 7,05),  4 µl de 5XCloruro 

de Calcio/Hepes (CaCl 2 1,25 M, Hepes 125 mM, pH 7,05), la cantidad 

adecuada de ADN y Tris–EDTA (Tris-HCl 1mM, EDTA 0,1  mM, pH 8), en un 

volumen final de 40 µl. La mezcla fue incubada 5 minutos a 37°C, y luego  

de vigorosa agitación fue dispensada al medio de ma ntenimiento (0,5 

ml/pocillo) sobre la monocapa celular. La incubació n a 37°C fue 

continuada por el tiempo indicado en cada caso. 

 

 

10. Transfecciones de ARN.  

 

Monocapas celulares, cultivadas en placas de 24 poc illos, fueron 

lavadas con medio de transfección sin suero y poste riormente 

transfectadas con los ARNs indicados en cada caso, utilizando el reactivo 

Lipofectamina™2000 (Thermo Fisher Scientific)  según especificaciones 

del fabricante, excepto que el agregado de suero al  medio de transfección 

fue omitido. A las 4 h.p.t., la mezcla de transfecc ión fue retirada, las 

monocapas celulares fueron lavadas con medio sin su ero y luego 

cubiertas con 0,5 ml (por pocillo) de medio de cult ivo de mantenimiento, 

conteniendo 2% de SFB.  
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11. Purificación y Secuenciación de ADN.  

 

Los plásmidos fueron purificados mediante Qiagen ti p-100 (Qiagen 

Inc., Valencia, CA) o utilizando el kit Wizard® Plu s SV Minipreps DNA 

Purification System (Promega). Para la purificación  de los fragmentos de 

ADN empleados en los clonados se utilizó el kit com ercial Wizard® SV Gel 

and PCR Clean-Up System (Promega). 

Todas las construcciones generadas fueron analizada s mediante 

secuenciación automática de ADN, a través de la emp resa MACROGEN 

Inc. (Corea). 

 

 

12. Ensayo de actividad Luciferasa.  

 

La obtención de los lisados celulares y la determin ación de 

actividad de los genes reporteros FLUC y REN fueron  realizadas mediante 

el kit Dual Luciferase Assay System (Promega), sigu iendo el protocolo 

recomendado por el proveedor. Brevemente, las monoc apas celulares 

fueron lavadas con 1 ml de buffer fosfato salino (P BS) 1X y luego 

incubadas con agitación constante durante 8 minutos  en el Buffer de Lisis 

Pasiva 1X (provisto en el kit). Los lisados fueron colectados y 

centrifugados durante 1 minuto a máxima velocidad. Los sobrenadantes 

fueron recuperados y transferidos a un nuevo tubo p ara ser evaluados 

inmediatamente o ser congelados a -85º C para la po sterior medición. La 

determinación de actividad FLUC y REN fue realizada  utilizando un 

luminómetro (FLx800, Biotek). 

En los casos en que los lisados fueron utilizados t ambién en 

ensayos de Western blot, una alícuota fue separada y procesada como se 

indica más abajo. 
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13. Análisis de proteínas mediante SDS-PAGE - Ensay o de Western blot.  

 

Alícuotas de los lisados celulares, obtenidos como se indica en el 

punto anterior, fueron resueltas en geles de poliac rilamida con dodecil-

sulfato de sodio (SDS-PAGE), en las condiciones de Laemmli (Laemmli, 

1970). En los experimentos mostrados en el Capítulo  I, se emplearon 

geles con 10% de poliacrilamida para el análisis de  NP y del factor eIF4E y 

geles separadores de dos pasos (8% en el superior y  12 % poliacrilamida 

en el inferior) para el análisis del factor eIF4G. 

Las proteínas resueltas mediante SDS-PAGE, fueron t ransferidas a 

una membrana de Hybond ECL Nitrocellulose (GE Healt hcare), que fue 

luego teñida con rojo Ponceau (1%), para evidenciar  la presencia de las 

proteínas transferidas. La membrana fue lavada con agua bidestilada y 

luego incubada durante 16 hs a 4°C en una solución de PBS + 0,1% Tween 

20 (PBS-T), conteniendo 5% de leche descremada, par a ser 

posteriormente incubada con una dilución del anticu erpo primario en 

PBS-T + 3% de leche descremada, durante 2 horas a 3 7°C. Luego de 

varios lavados con PBS-T, la membrana fue incubada con el segundo 

anticuerpo conjugado, durante 1 hora a temperatura ambiente. Después 

de lavar la membrana exhaustivamente con PBS-T, las  proteínas fueron 

detectadas mediante quimioluminiscencia (Pierce™ EC L Western Blotting 

Substrate, Thermo Scientific), utilizando placas AG FA CP-BU. 

Las diluciones utilizadas para los anticuerpos prim arios fueron: α-

NP, 1:3000; α-4G, α-4E y α-actina, 1:1000. El anticuerpo secundario α-

conejo fue utilizado en una dilución 1:6000. 

 

 

14. Purificacion de ARN intracelular, Transcripción  Reversa (RT) y PCR en 

tiempo real.  

 

Para la obtención del ARN total intracelular, monoc apas de células 

BSR transfectadas fueron lavadas tres veces con PBS  1x estéril y luego 

lisadas mediante el Reactivo TRIZOL (Invitrogen). E l ARN total fue 

extraído siguiendo las instrucciones del fabricante , y una alícuota del 
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ARN purificado fue posteriormente tratada con DNasa  RQ1, libre de 

RNasa (Promega). Luego, 100 ng del ARN total tratad o fue utilizado como 

templado para la síntesis de ADN copia (ADNc) del g en FLUC, mediante la 

enzima SuperScript® (Invitrogen) y los oligonucleót idos LUC 1471 R o 

LUC633 RT, según se indique (Tabla M5). El cebador GAPDHq rv (Tabla 

M5), específico para el gen de la gliceraldehído-3- fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH), fue incluido en todos los casos para la sí ntesis del ADNc de 

GAPDH. La mezcla de reacción fue incubada durante 1  hora a 42ºC, 

seguido de 10 minutos a 65°C para la inactivación d e la enzima. El ADNc 

fue fraccionado y conservado a -85°C hasta su uso. 

Para determinar el nivel intracelular de ARNm FLUC,  un fragmento 

de 100 pb fue amplificado a partir de una dilución 1/20 del ADNc adecuado 

mediante una reacción de qPCR, utilizando el kit SY BR® Green PCR 

Master Mix (Invitrogen) y los oligonucleótidos LUC1 362_FW/ LUC1471_RV 

(Par A) o LUC148_FW qPCR/ LUC148_RV qPCR (Par B), s egún se indique. 

Para normalizar los resultados respecto a la cantid ad de ARN total, todas 

las muestras fueron sometidas en paralelo a la ampl ificación con 

cebadores específicos para el gen de la enzima de e xpresión constitutiva 

GAPDH (Tabla M5, GAPDHq fw/ GAPDHq rv). La eficienc ia de reacción, 

determinada previamente utilizando diluciones seria das del ADNc 

templado adecuado, fue de 99,889% para GAPDH, y 95, 15% (par A) o 

79,572% (par B) para FLUC. 

 

Tabla M5. Oligonucleótidos utilizados en las reacci ones de RT y qPCR. Se indican los 
nombres y las secuencias correspondientes. 

Oligonucleotidos  Par Secuencia (5� a 3�) * 

LUC1362_FW A GGAATCCATCTTGCTCCAACA  

LUC1471_RV A TTCCGTGCTCCAAAACAAC  

LUC633 RT - ACGCAGGCAGTTCTATGAG  

LUC148_FW qPCR B GACATCACTTACGCTGAG  

LUC148_RV qPCR B CACTGCATACGACGATT  

GAPDHq fw  - TGCTGGTGCCGAGTATGTTG 

GAPDHq rv  - CAGAAGGTGCGGAGA TGATGA  

 
* Los oligonucleótidos  fueron diseñados mediante el software Primer Expres s® Software 
(Applied Biosystems), fijando como criterio de sele cción valores de Tm entre los 55 y 
60°C, con una diferencia entre los dos oligonucleót idos que no superara  1°C. El número 
en el nombre de los oligonucleótidos directos (FW) representa la posición del extremo 5’ 
dentro del ORF LUC, tomando como 1 el primer nt en el codón AUG. 
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 La reacción de qPCR fue realizada por triplicado, e n un volumen 

final de 20µl, con una concentración final de 15 µM  para cada uno de los 

oligonucleótidos. El ciclado consistió en un paso a  95°C   durante 10 

minutos, seguido de  40 ciclos  (de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C). 

La identidad de los productos de la reacción fue ev aluada mediante la 

realización de una curva de disociación. Para eso, al finalizar la reacción 

de qPCR las muestras fueron tratadas durante 15 seg undos a 95°C, 

seguido de 1 minuto a 60°C, 30 segundos a 95°C y 15  segundos a 60°C. 

La cantidad de ARNm intracelular remanente al final izar los 

experimentos de transfección, fue estimada mediante  el método de ∆∆Ct. 

Específicamente, para cada tiempo experimental, el promedio de los 

valores de Ct obtenidos para FLUC fue normalizado c on el promedio de 

los valores de Ct obtenido para GAPDH, obteniéndose  un valor de ∆Ct. 

Para un dado transcripto, el valor ∆Ct del tiempo inicial fue restado al 

valor ∆Ct del tiempo final, obteniéndose el valor de ∆∆Ct. La cantidad 

porcentual de ARNm remanente fue estimada mediante la fórmula R=(2 -

∆∆Ct)x100.  

 

 

15. Análisis estadísticos.  

 

 Para el análisis estadístico de los datos se utili zó el paquete SPSS 

Statistics 17.0. Específicamente, los experimentos de análisis de actividad 

luciferasa relativa fueron analizados mediante un t est ANOVA de un factor 

o test de Welch. Los experimentos en los que se est udió la participación 

de factores celulares fueron evaluados con un t-Tes t. Por último, los 

resultados obtenidos en las determinaciones del niv el relativo de ARNm 

intracelular mediante qPCR fueron analizados con el  test de Wilcoxon y 

ANOVA de un factor. 

 En todos los casos, se consideró un valor de signif icancia (p) de 

0,05, por debajo del cual las diferencias en las me dias son 

estadísticamente significativas. 
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16. Análisis bioinformático.  

 

Para los alineamientos de secuencias de ADN se util izó el servicio 

Clustal Omega ( http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo ). Las 

herramientas mfold (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold ) (Zuker, 2003) 

y LocARNA ( http://rna.informatik.uni-freiburg.de ) (Will et al., 2012) fueron 

empleadas para el análisis del plegado del ARN, así  como para el 

alineamiento de secuencias de ARN y análisis de est ructuras secundarias 

conservadas.  

 

 

17. Materiales.  

Todas las drogas utilizadas en el presente trabajo fueron provistas 

por Merck (Alemania), Sigma Chemical Company (USA),  Mallinckrodt 

Chemical Work (USA), Carlo Erba (Italia), GIBCO BRL  (Gaithersburg, Md., 

USA). Los medios de cultivo bacteriano y para célul as eucariotas fueron 

adquiridos a INVITROGEN (USA). El material de culti vo descartable fue 

provisto por Nunc (Dinamarca) o Falcon (USA). En lo s experimentos de 

manipulación de ADN se utilizaron reactivos y enzim as para biología 

molecular de New England Biolabs (USA), GIBCO BRL ( USA), Boehringer 

Mannheim (Alemania), Thermo Scientific TM (USA), Promega (USA) y 

Fermentas (USA). El marcador de peso molecular de p roteínas empleado 

fue PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (10 a  250 kDa, Thermo 

ScientificTM). 
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CAPITULO I. 

 

Elementos involucrados en la 

traducción de los ARN mensajeros del 

arenavirus Tacaribe. 
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Breve reseña de los antecedentes.  

 

Como se describe en Introducción, los ARN mensajero s (ARNm) de 

arenavirus poseen estructura Cap en el extremo 5’ y  carecen de cola de 

poliA en su extremo 3’. En cambio, poseen una regió n 3’ no codificante 

cuya secuencia es rica en residuos G y C, y puede p legarse en una 

estructura secundaria muy estable. Trabajos previos  del laboratorio 

demostraron, por primera vez para los arenavirus, q ue el extremo 3’ de 

los ARNm virales mapea dentro de la correspondiente  región intergénica 

(Iapalucci et al., 1991). Además, demostraron que m ientras la correcta 

terminación de la transcripción de los ARNm virales  no es dependiente de 

una señal de secuencia, se correlaciona con la pred icción de una 

estructura estable de tipo “ hairpin” en la región no traducible 3’ (Lopez 

and Franze-Fernandez, 2007). Además de su rol en la  terminación de la 

transcripción, algunas evidencias indicaban que la región intergénica (y 

en consecuencia, posiblemente la secuencia 3’UTR de  los ARNm) podría 

participar en la regulación de la traducción de los  ARNm virales 

(Pinschewer et al., 2005). Sin embargo, las señales  involucradas en ese 

proceso no habían sido analizadas.  

Por otra parte, en lo que respecta a la secuencia 5 ’UTR de los 

ARNm virales, se sabe que las 19 bases terminales d e los segmentos 

genómicos contienen señales requeridas para promove r la replicación del 

ARN viral (Hass et al., 2006; Kranzusch et al., 201 0; Perez and de la Torre, 

2003) y que la deleción de secuencias 5’ y/o 3’ no codificantes, contiguas 

a las mismas, resulta en la atenuación del crecimie nto en cultivo y de la 

virulencia in vivo de virus Lassa recombinante (Albarino et al., 2011 ). 

Esos antecedentes sugerían la participación de dich as secuencias en 

alguna de las etapas del ciclo viral, incluyendo la  traducción de los ARNm 

virales. 

En resumen, al comienzo de este trabajo de Tesis, l os datos acerca 

de los elementos intervinientes en la traducción de  los ARNm de los 

arenavirus eran escasos y la función de las regione s no codificantes de 

los ARNm en ese proceso no había sido esclarecida. 
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En este Capítulo se presentan los resultados de exp erimentos 

enfocados a conocer el rol de las secuencias 3’ y 5 ’ no codificantes de los 

ARNm en su traducción; así como la dependencia de f actores celulares 

clave para dicho proceso.  

 

 

Puesta a punto de la metodología empleada para el e studio de la 

traducción viral.  

 

Para abordar el estudio de los factores que regulan  la traducción de 

los ARNm de arenavirus, se generó un ARN modelo sin tético que imita al 

ARNm de la proteína NP de TCRV. Este ARN, denominad o 5’wt/3’wt, fue 

obtenido mediante transcripción in vitro con la T7ARNPol en presencia 

del análogo de Cap m7G(5')ppp(5')G, utilizando como  templado el 

plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt previamente linealizad o con la enzima 

SmaI (Materiales y Métodos). El transcripto 5’wt/3’ wt posee estructura Cap 

en su extremo 5’, seguida de cinco nucleótidos que no se encuentran en 

el genoma viral, cuya secuencia fue seleccionada en  forma aleatoria. A 

continuación, en dirección 5’>3’, el ARN 5’wt/3’wt contiene la secuencia 

no codificante 5’ del ARNm NP, seguida del gen repo rtero FLUC en 

reemplazo de la secuencia codificante de NP, y la r egión 3’ no traducible 

del ARNm viral. El extremo 3’ fue diseñado tomando en consideración 

datos experimentales obtenidos en el laboratorio (F ranze-Fernández et al., 

1993). En consecuencia, la región 3’ no traducible del ARNm sintético 

incluye la secuencia completa de la estructura hairpin proximal al ORF NP 

(Figura R1). Los residuos no virales en 5’ correspo nden a los 

oligonucleótidos que, como se menciona en Introducc ión, serian 

secuestrados de ARNm celulares, para ser utilizados  como cebador por la 

polimerasa viral. 
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Figura R1. Representación esquemática del ARNm NP y  del transcripto 5’wt/3’wt. En la 
parte superior se grafica el ARN S, con el detalle de la región intergénica (RIG), 
delimitada por la posición de los codones de termin ación de GPC y NP (gris). El sitio de 
terminación de la transcripción del ARNm NP en la R IG se indica con flechas negras. La 
flecha roja muestra la posición del sitio de restri cción SmaI, utilizado para la preparación 
del templado a partir del cual se obtuvo el transcr ipto sintético 5’wt/3’wt. En la parte 
inferior de la figura, se esquematizan el ARNm NP y  el ARNm 5’wt/3’wt. El círculo verde 
representa la estructura Cap. 
 

 
En líneas generales, la estrategia experimental ele gida para el 

estudio de la traducción viral consistió en la eval uación, en un contexto 

celular, de la eficiencia de traducción del transcr ipto sintético salvaje o de 

ARNm mutantes con modificaciones en las regiones no  traducibles. 

Experimentalmente, esta estrategia implica la trans fección de los ARN 

sintéticos en células eucariotas y la medición de l a actividad FLUC en los 

lisados celulares. Por lo tanto, en primer lugar se  realizó una serie de 

experimentos preliminares para la puesta a punto de  la metodología de 

trabajo. Los resultados de un experimento represent ativo se presentan en 
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la Figura R2. En este experimento, con el objeto de  definir el tiempo 

óptimo de incubación a implementar, el transcripto 5’wt/3’wt fue 

transfectado en células BSR cultivadas en multiplac a de 24 pocillos, 

como se indica en Materiales y Métodos. A los tiemp os post-transfección 

indicados, las células fueron lisadas y alícuotas d e los lisados celulares 

fueron utilizados para determinar la actividad FLUC  mediante un kit 

comercial (Materiales y Métodos). 
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Figura R2. Determinación de la actividad FLUC en fu nción del tiempo. Células BSR 
cultivadas en placas de 24 pocillos, fueron transfe ctadas con 100 nanogramos (ng) por 
pocillo del ARNm 5’wt/3’wt. Las células fueron lisa das a 6, 8, 10, 12 y 24 horas post-
transfección (h.p.t.) y procesadas para la determin ación de la actividad FLUC. Los datos 
corresponden a valores absolutos expresados en Unid ades Relativas de Luz (U.R.L.).  
 

 

Los resultados mostraron un incremento en los valor es de 

actividad FLUC en función del tiempo, con un pico d e actividad a las 10 

h.p.t., y niveles de actividad a las 24 h.p.t. que correspondieron al 50% 

respecto del máximo (Figura R2). En base a los resu ltados se definió al 

periodo entre las 7 y las 10 h.p.t. como adecuado p ara la medición de 

actividad FLUC en los subsiguientes experimentos.  

Con el objeto de contar con un control interno que nos permitiera 

normalizar los datos de expresión de FLUC, de forma  tal de 
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independizarlos de posibles fluctuaciones en la efi ciencia de 

transfección, se generó un transcripto control que fue denominado ARN 

REN. Este transcripto fue obtenido mediante transcr ipción in vitro a partir 

del plásmido pTM1-Renilla, tal como se indica en Ma teriales y Métodos. El 

ARN REN contiene (de 5’ a 3’) el IRES del cardiovir us EMCV seguido de la 

secuencia codificante para la enzima Luciferasa de Renilla reniformis 

(REN) (Figura R3). La traducción de REN a partir de  este transcripto es 

independiente de Cap.  

 

 

IRES

ARN REN5’ 3’

IRES

 

Figura R3. Esquema del ARN REN, utilizado como cont rol interno en los experimentos de 
transfección de los ARNm sintéticos. Se grafica la posición del IRES, aguas arriba del 
ORF REN, representado con el rectángulo rosa.  

 

 

A continuación, debieron establecerse las condicion es de 

cotransfección del ARNm FLUC y el ARN control, nece sarias para la 

detección de las actividades de FLUC y de REN. Para  eso, una cantidad 

constante del ARN 5’wt/3’wt (100 ng) fue cotransfec tado con cantidades 

crecientes (entre 50 y 150 ng) de ARN REN en monoca pas de células BSR 

cultivadas en placa de 24 pocillos. A las 8 h.p.t. las células fueron 

cosechadas y lisadas, y alícuotas de los lisados ce lulares fueron 

procesadas para la detección de la actividad FLUC y  REN. Los resultados 

indicaron que la cotransfección de 50 ng de ARN REN  permite la 

detección consistente de ambas señales, FLUC y REN,  con valores 

estables por sobre el ruido de fondo (resultados no  mostrados). 

A partir de estos resultados, se establecieron para  los siguientes 

ensayos de cotransfección las cantidades por pocill o (placa de 24) de 100 

ng del ARN a testear y 50 ng de ARN REN control.  
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Análisis del papel de la estructura Cap y de la reg ión no codificante 3’ en 

la traducción de los ARNm virales.  

 

Como se indica en la Introducción, los cuatro ARNm de TCRV 

poseen estructura Cap en su extremo 5’, que adquiri rían mediante un 

mecanismo de “secuestro del Cap”. Por otra parte, e l extremo 3’ de los 

mismos mapea dentro de la RIG del correspondiente s egmento genómico, 

de forma tal que las regiones 3’ de los ARNm pueden  teóricamente 

adoptar la forma de una estructura de tipo hairpin (Iapalucci et al., 1991). 

La evidencia experimental disponible hasta el momen to indica que dichas 

estructuras se encuentran conservadas en todos los arenavirus, y en 

conjunto, los antecedentes sugerían la participació n de estas estructuras 

en el proceso de traducción.  

En base a esas consideraciones, se comenzó evaluand o el 

requerimiento de la estructura Cap y de la secuenci a 3’UTR para la 

traducción de los ARNm de TCRV, mediante la metodol ogía establecida 

en el punto anterior. Para eso, el plásmido pARNm-L UC/5’wt/3’wt, 

linealizado en el sitio SmaI, fue utilizado como te mplado para la síntesis 

del ARN 5’wt/3’wt tanto en presencia como en ausenc ia del análogo de 

Cap, obteniéndose el ARN 5’wt/3’wt salvaje o el ARN  sin Cap 5’wtCap-

/3’wt, respectivamente. Por otra parte, para evalua r el requerimiento de la 

región 3’ no traducible , se generaron dos diferentes transcriptos. Por un 

lado, el plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt fue linealiza do con la enzima 

BsaAI, y utilizado como templado para la síntesis in vitro del ARN 

5’wt/3’ ∆H. Este transcripto porta una deleción que comprend e 51 de los 74 

nts. de la secuencia 3’UTR (Figura R4A). Además, se  generó a partir del 

mismo plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt previamente line alizado con la 

enzima HindIII, un ARNm (5’wt/3’RIG) cuya región 3’  no codificante incluye 

no solo la secuencia 3’UTR del ARNm salvaje, sino q ue se extiende 

comprendiendo la totalidad de la RIG del segmento S  antigenómico viral 

(Figura R4A). La secuencia 3’ no traducible de este  ultimo ARNm 

comprende 124 nts. (Tabla M4, Materiales y Métodos) . 

Como se mencionó previamente, el plásmido  pARNm-LUC/5’wt/3’wt 

contiene dos cambios puntuales en la RIG respecto a  la secuencia del 
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ARN S de TCRV, introducidos con el fin de crear un sitio BsaAI 

(Materiales y Métodos). Dado que el mencionado plás mido  sería utilizado 

como base para la futura construcción de ARNm mutan tes, en este punto 

fue necesario determinar si dicha modificación de l a secuencia 3’UTR del 

ARNm podría tener algún efecto sobre la traducción.  Para eso, se generó 

el plásmido revertante pARNm-LUC/5’wt/3’rev, median te mutagénesis 

sitio-dirigida (Materiales y Métodos). Este plásmid o fue digerido con la 

enzima SmaI y luego utilizado como templado para la  síntesis del ARNm 

5’wt/3’rev, cuya secuencia 3’UTR es idéntica a la d el ARNm de NP y a la 

correspondiente región en el ARN S antigenómico de TCRV (Figura R4A).  

Luego, cada uno de los transcriptos sintéticos fue transfectado en 

células de mamífero. La actividad de los genes repo rteros FLUC y REN 

fue cuantificada 8 horas más tarde (Figura R4B). 
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Figura R4. Análisis del papel de la estructura Cap y de la región 3’ no codificante en la 
traducción viral . A). Alineamiento de las secuencias 3’ no traducible s de los transcriptos 
salvaje (5’wt/3’wt) y mutantes, obtenido mediante e l programa Clustal Omega. Se indica 
el codón de terminación de traducción de FLUC (rosa ), la secuencia del sitio BsaAI 
(negritas, subrayado) y los cambios puntuales que r evierten la secuencia BsaAI a la 
secuencia del ARN viral S antigenómico (en celeste) . B). Determinación de la actividad 
FLUC. Células BSR fueron transfectadas con 100 ng d el ARNm indicado, junto con 50 ng 
del ARN REN. A las 8 h.p.t. las células fueron lisa das y la actividad de ambos genes 
reporteros (FLUC y REN) fue determinada como se des cribe en Materiales y Métodos. 
Para cada muestra, los datos de actividad FLUC fuer on normalizados con los 
correspondientes valores de actividad REN. El prome dio de al menos dos experimentos 
independientes, cada uno medido por triplicado, se expresa como porcentaje de la 
actividad observada para el ARNm 5’wt/3’wt, tomado como 100%. Se indican las barras 
de error. El asterisco indica diferencia significat iva con el valor determinado para el 
ARNm salvaje (*p<0,05).  

 

 

Los resultados mostraron que el nivel de actividad FLUC mediado 

por el transcripto 5’wt/3’wt salvaje fue 340 veces mayor que el 

determinado para el ARN carente de Cap (5’wtCap-/3’ wt), sugiriendo la 

dependencia de la estructura 5’ Cap para la traducc ión de los ARNm de 

 
5’wt/3’rev      TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCAcAgGTGCCTCCC CGATCCGCGGCAACGCCGCGGATCGGGGG 
5’wt/3’wt        TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCA TACGTGCCTCCCCGATCCGCGGCAACGCCGCGGATCGGGGG 
5’wt/3’RIG      TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCA TACGTGCCTCCCCGATCCGCGGCAACGCCGCGGATCGGGGG 
5’wt/3’DH       TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCATAC--------- -----------------------------  
                *********************** *                                    
 
5’wt/3’rev      GCCACACCGGCCC---------------------- ---------------------------- 
5’wt/3’wt        GCCACACCGGCCC------------------------------- ------------------- 
5’wt/3’RIG      GCCACACCGGCCCGGGCAAAGCCCGGGCCGGTGGGAGCGCAAATGTGCTGTCCTActgaagct 
5’wt/3’DH       ----------------------------------- ---------------------------- 
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TCRV. Además, los datos revelaron que la introducci ón de los cambios 

puntuales que generan el sitio BsaAI no tiene incid encia sobre la 

traducción del transcripto sintético, ya que la tra nsfección con el ARN 

5’wt/3’rev resultó en niveles de actividad de FLUC similares a los 

observados para el transcripto 5’wt/3’wt. Este resu ltado validó la 

utilización del plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt, así c omo la de todos los 

plásmidos mutantes derivados del mismo, como templa dos para la 

síntesis de los ARNm utilizados en los subsiguiente s experimentos.  

Por otra parte, se observó que la transfección del transcripto ARNm 

5’wt/3’ ∆H, que porta una deleción que elimina gran parte de  la secuencia 

3’UTR, resultó en una reducción promedio de 65% de actividad FLUC en 

comparación con la mediada por el transcripto salva je. Sin embargo, el 

transcripto 5’wt/3’RIG, cuya región 3’ no traducibl e presenta una longitud 

que supera en casi el 70% a la del transcripto salv aje, medió niveles de 

actividad de gen reportero que fueron 25% más bajos  que aquellos 

dirigidos por 5’wt/3’wt salvaje, indicando que el a umento de longitud de 

de la región no estimula la traducción. En conjunto , estos resultados 

sugirieron que la región 3’ no traducible del ARNm viral contiene 

elementos que participan en la modulación de la tra ducción.  

 

 

Análisis de la estabilidad relativa de los ARN mens ajeros mutantes.   

 

La aparente diferencia en la eficiencia de traducci ón demostrada 

por los transcriptos 5’wt/3’ ∆H y 5’wt/3’RIG respecto del transcripto salvaje 

en los experimentos anteriores, bien podría deberse  a inestabilidad de 

estos ARNm asociada a la mutación y no al proceso d e traducción en sí 

mismo. Para estudiar esta posibilidad, en primer lu gar se puso a punto 

una reacción de transcripción reversa seguida de PC R cuantitativa (RT-

qPCR) que permite cuantificar los niveles intracelu lares de ARN sintético 

(Materiales y Métodos). Luego, para determinar la e stabilidad relativa de 

los ARNm 5’wt/3’ ∆H,  5’wt/3’RIG y 5’wtCap-/3’wt, células BSR fueron 

transfectadas con el transcripto salvaje o cada uno  de estos ARNm 

testeados, por duplicado. Para cada transcripto, la  monocapa celular de 
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uno de los pocillos fue procesada a las 4 h.p.t. (“ tiempo inicial”), mientras 

que la del segundo pocillo lo fue a las 8 h.p.t. (“ tiempo final”), para la 

obtención del ARN intracelular total (Materiales y Métodos). El ARN 

purificado fue utilizado para sintetizar ADN copia (ADNc) con 

oligonucleótidos específicos tanto para FLUC como p ara el gen celular 

GAPDH (Materiales y Métodos). Estos ADNc sirvieron luego como 

templado para la amplificación de un fragmento de F LUC o de GAPDH 

mediante PCR en tiempo real (Figura R5). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura R5. Determinación de la estabilidad relativa  de los transcriptos sintéticos. Células 
BSR fueron transfectadas por duplicado con 100 ng p or pocillo de cada uno de los ARN 
indicados. Las monocapas celulares fueron lisadas a  4 y 8 h.p.t., respectivamente, para 
la obtención del ARN celular total. El nivel de cad a uno de los transcriptos o del ARNm 
GAPDH a ambos tiempos posttransfección fue posterio rmente determinado mediante 
RT-qPCR, por triplicado, como se indica en Material es y Métodos. La amplificación del 
fragmento de FLUC fue llevada a cabo con los oligon ucleótidos LUC1471_R (para RT), y 
LUC1362_FW y LUC1471_RV (para qPCR, Par A, ver Tabl a M5, Materiales y Métodos). 
Los datos corresponden a dos experimentos, y son ex presados como la relación R(%) 
que representa la cantidad porcentual remanente de un dado ARNm, al finalizar el 
experimento (Materiales y Métodos). Se indican las barras de error. 

 

 

Los datos mostraron que la cantidad intracelular de l transcripto 

salvaje decae alrededor de un 50% a lo largo del ti empo experimental. 

Resultados comparables fueron obtenidos para los tr anscriptos mutantes 

5’wt/3’ ∆H, 5’wt/3’RIG, y 5’wtCap-/3’wt, indicando que ni la  deleción de gran 

parte de la secuencia 3’UTR, ni la inserción de una  secuencia de 50 nts. 

en el extremo 3’ o la ausencia de estructura Cap en  5’, modificaron 
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sustancialmente la estabilidad de los transcriptos durante el tiempo 

experimental empleado.  

Estos resultados apoyaron la idea de que los reduci dos niveles de 

actividad FLUC mediados por el ARNm 5’wt/3’ ∆H respecto al transcripto 

salvaje reflejan una menor eficiencia de traducción  asociada a la deleción 

y no se deben a una menor estabilidad del ARN mutan te. 

 

 

Diseño y evaluación de ARNm con mutaciones en la re gión 3’ no 

traducible.  

 

Los resultados descriptos más arriba dieron sustent o a la hipótesis 

según la cual la región 3’ no traducible podría con tener elementos 

estructurales o motivos de secuencia con un papel i mportante en la 

regulación de la traducción de los ARNm virales. So bre esa base, y como 

un primer intento para identificar dichos elementos , la secuencia 3’ no 

codificante del ARNm NP de TCRV (Iapalucci et al., 1991) fue alineada con 

la secuencia homóloga de otros arenavirus del Nuevo  Mundo, y la 

estructura secundaria consenso en dicha región fue determinada 

mediante el programa LocARNA (Will et al., 2012) (F igura R6A y B). Este 

análisis confirmó los reportes previos que daban cu enta de la predicción 

de una estructura secundaria de tipo hairpin en la región 3’ no traducible, 

tanto en el ARNm de NP como en los restantes ARNm v irales (Iapalucci et 

al., 1991; Tortorici et al., 2001a). Además, surgió  de este análisis la 

predicción de un segundo hairpin conservado, mucho menos estable que 

el primero, ubicado en forma proximal al codón de t erminación ( hairpin I, 

Figura R6A y B). El análisis de la secuencia 3’UTR del transcripto 

5’wt/3’wt arrojó un resultado similar (Figura R6C).  Un esquema de la 

organización de la región 3’ no traducible de este ARNm se presenta en la 

Figura R6D. 
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Figura R6. Región 3’ no codificante del ARNm NP vir al y del transcripto sintético 
5’wt/3’wt. A). Alineamiento de la secuencia 3’UTR d el ARNm NP de TCRV con la región 
homologa de otros virus del Nuevo Mundo. Predicción  de estructura secundaria 
consenso mediante el programa LocARNA. Los códigos de GenBank de las secuencias 
alineadas son los siguientes: NC_005081.1 (Junin), NC_010562.1 (Chapare), NC_004293.1 
(Tacaribe), NC_010254.1 (Cupixi), NC_010247.1 (Amap ari), NC_005078.1 (Machupo), 
NC_006317.1 (Sabia), NC_005077.1 (Guanarito). B). E structura secundaria consenso, 
predicha en base al alineamiento mostrado en (A). C ). Estructura secundaria predicha 
para la secuencia 3’UTR del transcripto 5’wt/3’wt, mediante el programa mfold 
(Materiales y métodos). G/C: indica el número de pa res G/C predichos en la estructura. 
D). Esquema de la organización de la región 3’ no t raducible del ARNm 5’wt/3’wt. Se 
indica la posición del codón de terminación del ORF  FLUC (stop), la secuencia proximal 
no estructurada de 14 nts. (R_P), las estructuras hairpin I (H_I, 13 nts.) y II (H_II, 38 nts.) y 
la secuencia distal de 12 nts. (R_D). También se in dica la posición correspondiente al 
sitio de corte para la enzima BsaAI utilizado para obtener el ARNm 5’wt/3’ ∆H (ver Figura 
R4). 
 

 
De las observaciones precedentes surgió la pregunta  si alguno (o la 

totalidad) de los elementos identificados en la reg ión 3’ no traducible 

podría ser funcionalmente reemplazado por otras sec uencias. Con ese 

propósito, generamos un primer grupo de plásmidos d erivados de pPol I-

MG/FLUC (Materiales y Métodos), a partir de los cua les fueron 
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sintetizados transcriptos mutantes con sustitucione s parciales o totales 

de la secuencia 3’ no codificante. Así, se obtuvo e l ARN 5’wt/3’ ∆H+19are, 

en el cual la secuencia de 47 nts. que comprende el  hairpin II y la región 

distal (HII y R_D, Figura R6D) fue sustituida por u na secuencia de 34 nts. 

con un contenido de residuos G y C algo menor al de  la secuencia salvaje 

(68% y 81%, respectivamente). Además, se construyó el ARNm 

5’wt/3’ ∆H+19T en el cual la región que comprende a HII y R_ D fue 

sustituida por una secuencia de 26 nts. con alto co ntenido de residuos T; 

así como el transcripto 5’wt/3’poliA, que porta la substitución de la región 

3’ no codificante completa por una cola de poliA. A simismo, se generó el 

transcripto 5’wt/3’his mediante la sustitución de l a región 3’ no traducible 

por una secuencia aleatoria de residuos C y T segui da por la secuencia 3’ 

terminal del ARNm de histona humano; y el ARNm 5’wt /3’UNS cuya región 

3’ no codificante posee una secuencia con alto cont enido (90%) de 

residuos C y T (Figura R7). 

 

5’wt/3’poliA         TAAaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaCtg a 
5’wt/3’his           TAATctttctctcctctccTctccTCctTc caaaggctcttttcagagccacccaaCtg a 
5’wt/3’UNS           TAATctttctctcctctccTctccTCctcC cCTccTccttcctCTcTTcCccTctcCtg a 
5’wt/3’wt             TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCA TACGTGCCTCCCCGATCCGCGGCAACGCCGCGGATCG 
5’wt/3’ ∆H+19are      TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCA TACGTGCGCCTAGGATCCCCGGTGCGGTACCCCctga 
5'wt/3' ∆H+19T        TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCA TACGTGCGttttttttttttttttttctg aagct --- 
                     ***                                                          
 
5’wt/3’poliA         agct ------------- 
5’wt/3’his           agct ------------- 
5’wt/3’UNS           agct ------------- 
5’wt/3’wt             GGGGGCCACACCGG CCC 
5’wt/3’ ∆H+19are      agct ------------- 

5'wt/3' ∆H+19T        ----------------- 
                                        

Figura R7. Alineamiento de la secuencia 3’ no tradu cible del ARNm 5’wt/3’wt con la 
correspondiente región de los ARNm mutantes. Se ind ica el codón de terminación de 
traducción de FLUC (rosa), y cuando corresponde, la  secuencia proximal (amarillo), y las 
secuencias hairpin I (celeste) y hairpin II (gris). La secuencia terminal (subrayado, 
minúsculas) queda definida por el corte del plásmid o templado con la enzima de 
restricción correspondiente, previo a la síntesis d e cada transcripto (ver Tabla M4, 
Materiales y Métodos). La posición correspondiente al sitio de corte para la enzima 
BsaAI se indica con subrayado y letras mayúsculas.  

 

 

La habilidad de los ARNm mutantes para mediar la tr aducción del 

gen reportero FLUC fue evaluada en un experimento s imilar al descripto 

en la Figura R4B. La actividad FLUC mediada por cad a uno de los ARNm 
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mutantes, relativa a la determinada para el transcr ipto salvaje, se muestra 

en la Tabla R1.  

Tabla R1. Estructura secundaria predicha en 3’UTR y  traduccion de los ARNm mutantes. 

aNombre del ARN sintético .  
bLongitud de la secuencia 3’UTR (nts.).  
cEstructura secundaria predicha en 3’ UTR mediante m fold (Materiales y Métodos).  
dValor de energía libre, ∆G, en kcal/mol, obtenido como c .  
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eCélulas BSR fueron transfectadas con 100 ng del ARN m indicado, junto con 50 ng del 
ARN REN, y a las 8 h.p.t. las células fueron lisada s para la determinación de la actividad 
de FLUC y REN, según se describe en Materiales y Mé todos. Los datos de actividad 
FLUC fueron normalizados con los valores de activid ad REN determinados en cada 
muestra. El promedio de tres experimentos independi entes, cada uno medido por 
triplicado, se presenta como porcentaje de la activ idad observada para el ARNm 
5’wt/3’wt, tomado como 100% (+/- el desvío estándar ). El asterisco indica diferencia 
significativa con el valor determinado para el ARNm  salvaje (*p<0,05). 
 
 

El análisis de los resultados reveló que el reempla zo total de la 

región 3’ no traducible por la cola de poliA (ARN 5 ’wt/3’poliA) o por una 

secuencia rica en pirimidinas (en el ARN 5’wt/3’UNS ) resultó en un 

incremento de casi 14 o 4 veces, respectivamente, d e la actividad FLUC 

respecto al ARNm salvaje. Por otra parte, la sustit ución de la secuencia 

hairpin II y de la región distal (R_D) por la secuencia qu e comprende 19 

residuos T (ARN 5’wt/3’ ∆H+19T) llevó a niveles de actividad FLUC que 

fueron 2,5 veces mayores a los mediados por el tran scripto salvaje, 

mientras que su reemplazo por la secuencia que comp rende al hairpin 

terminal del ARNm de histonas (ARN 5’wt/3’his) no t uvo efecto 

significativo sobre la traducción. En contraposició n, el reemplazo de la 

secuencia hairpin II y R_D por una secuencia rica en G/C 

(5’wt/3’ ∆H+19are) resultó en niveles de actividad FLUC cerca nos al 70% 

respecto al ARNm salvaje.  

Estos resultados sugirieron, por un lado, que el pa pel 

desempeñado por la región 3’ no traducible del mens ajero viral no sería 

funcionalmente homólogo al de la cola de poliA de l os ARNm celulares. 

Además, el análisis de los datos obtenidos para el resto de los 

transcriptos mutantes reveló una correlación invers a entre los niveles de 

traducción de FLUC y la estabilidad de la estructur a predicha en el 3’UTR 

del correspondiente transcripto (comparar 5’wt/3’ ∆H+19are con 

5’wt/3’ ∆H+19T; o ARN 5’wt/3’his con ARN 5’wt/3’UNS, Tabla R 1).  

En conjunto, los datos presentados más arriba sugir ieron que la 

estructura secundaria de la secuencia hairpin II podría tener una función 

reguladora de la traducción. Para evaluar esa hipót esis, a continuación, 

se generó una serie de mutantes con sustituciones o  inserciones 

diseñadas para reducir la estabilidad de la estruct ura secundaria, sin 

alterar la longitud de la región. Así, en las mutan tes 5’wt/3’HII_mut3 y 



85 

 

5’wt/3’HII_mut1, la secuencia de la mitad 3’ del hairpin II fue sustituida por 

la correspondiente secuencia complementaria o por u na secuencia de 

residuos A/T, respectivamente. En la mutante 5’wt/3 ’HII_mut2, 16 de los 35 

nts. comprendidos en el hairpin II, ubicados en la mitad 5’ de la 

estructura, fueron sustituidos por parte de la secu encia precedente 

(Figura R8A). Como resultado de las modificaciones,  la estabilidad de las 

estructuras secundarias predichas en la región 3’ n o traducible de cada 

uno de estos transcriptos mutantes resulta menor a la de la 

correspondiente región en el transcripto salvaje (F igura R8B, ver Figura 

R6C).  

 

 
 
Figura R8. Región 3’ no codificante de los ARNm mut antes. A). Alineamiento de la 
secuencia 3’ no traducible del ARNm 5’wt/3’wt con l a correspondiente región de los 
ARNm mutantes. Se marca el codón de terminación de traducción de FLUC (rosa), y 
cuando corresponde, la secuencia proximal (amarillo ), y las secuencias hairpin I 
(celeste) y hairpin II (gris). En los ARN 5’wt/3’HII_mut3 y 5’wt/3’HII _mut1, las letras rojas 
corresponden a las secuencias sustituyentes. B). Es tructura secundaria predicha para la 
región 3’ no traducible de los ARNm sintéticos muta ntes indicados. Los valores de ∆G 
(kcal/mol)  fueron obtenidos mediante el programa mfold. G/C: indica el número de pares 
G/C predichos en la estructura.  
 

 

A

B

5’wt/3’HII_mut1
∆G:  -5,6
G/C: 9

5’wt/3’HII_mut2
∆G:  -13,11

G/C: 12

5’wt/3’HII_mut3
∆G:  -15,5
G/C: 14

 
5’wt/3’HII_mut2      TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCATACAGAC TTCCGCACCATACGTTACCGCGGCAACGCC 
5’wt/3’wt             TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCATACGTGCCTCCCCGAT CCGCGGCAACGCCGCGGATCG 
5’wt/3’HII_mut1      TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCATACGTGC CTCCCCGATCCGCGGCAACattataaATta  
5’wt/3’HII_mut3      TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCATACGTGC CTCCCCGATCCGCGGCAACcggcgcctagc  
                     **************************   *  *** *      **  * *            
 
5’wt/3’HII_mut2      GCGGATCACACCGGCCC 
5’wt/3’wt             GGGGGCCACACCGGCCC 
5’wt/3’HII_mut1      aaaaa CCACACCGGCCC 
5’wt/3’HII_mut3      ccc GcgCACACCGGCCC 
                           *********** 
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La capacidad de los ARNm mutantes de mediar la trad ucción del 

gen reportero fue evaluada en experimentos similare s al los descriptos en 

la Figura R4. Los resultados mostraron niveles de a ctividad FLUC en las 

células transfectadas con el ARN 5’wt/3’HII_mut1, c uya secuencia 3’UTR 

podría plegarse en una estructura poco compleja (Fi gura R8B), que fueron 

superiores respecto a los determinados para el tran scripto salvaje (175%). 

En contraste, los transcriptos 5’wt/3’HII_mut2 y 5’ wt/3’HII_mut3, con 

estructuras predichas relativamente más estables, m ediaron niveles de 

actividad FLUC que no difirieron significativamente  de los observados 

para el ARNm salvaje (Figuras R8B y R9).  

 

Figura R9.  Determinación de la actividad FLUC. Células BSR fue ron transfectadas con 
100 ng del ARNm indicado, junto con 50 ng del ARN R EN. A las 8 h.p.t. las células fueron 
lisadas y la actividad de FLUC y REN fue determinad a como se describe en Materiales y 
Métodos. Para cada muestra, los datos de actividad FLUC fueron normalizados con los 
correspondientes valores de actividad REN. Los dato s promedio provenientes de tres 
experimentos independientes, cada uno realizado por  triplicado, se presentan como 
porcentaje de la actividad promedio observada para el ARNm 5’wt/3’wt, tomado como 
100%. Se indican las barras de error. El asterisco indica diferencia significativa con el 
valor determinado para el ARNm salvaje (*p<0,05).  

 

 

Los resultados presentados en la Figura R9 parecían  confirmar que 

la estabilidad de la estructura secundaria predicha  en la secuencia hairpin 

II, que se relaciona con su contenido en pares G/C,  desempeñaría un 

papel importante en la regulación de la traducción de los ARNm virales. 
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Sobre esa base, se investigó luego si la posición d el hairpin II respecto al 

codón de terminación de FLUC tiene también influenc ia sobre la 

traducción. Para eso, se construyeron plásmidos mut antes mediante la 

inserción de secuencias homólogas o heterólogas, de  diferente longitud, 

en el sitio BsaAI del plásmido pARNm-LUC/5’wt/3’wt (Materiales y 

Métodos). La región 3’ no traducible de los transcr iptos mutantes 

5’wt/3’sp1; 5’wt/3’sp2 y 5’wt/3’sp3, derivados de e sos plásmidos, se 

esquematiza en la Figura R10A.  

Las inserciones mencionadas más arriba no solo modi ficarían la 

posición relativa del hairpin II, sino que además resultarían en la ruptura 

de la estructura hairpin I, ubicada entre el hairpin II y el codón stop 

(Figura R6D). Por lo tanto, el análisis fue extendi do para evaluar 

específicamente la relevancia de las secuencias afe ctadas. Con ese fin, se 

generó el ARNm 5’wt/3’HI_mut1, en el que la secuenc ia proximal al codón 

stop (R_P), y la mitad 5’ de la secuencia hairpin I (HI), fue sustituida por la 

secuencia autocomplementaria. Se construyó además e l transcripto 

5’wt/3’HI_mut2, en el que se sustituyó únicamente l a secuencia hairpin I 

(Figura R10B).  

 
 
Figura R10. Región 3’ no traducible de los ARNm mut antes. A). Representación 
esquemática de los transcriptos con inserción en 3’ UTR. B). Alineamiento de la 
secuencia 3’UTR del ARNm salvaje con la de los ARNm  mutantes. Se indica el codón de 
terminación de traducción de FLUC (rosa), y cuando corresponde, la secuencia proximal 
(R_P, amarillo), el hairpin I (HI, celeste) y el hairpin II (HII, gris). La secuencia 
substituyente se marca en rojo.  

stop H_II R_DR_P5’ 3’
A

B
5’wt/3’HI_mut1      TAA cgacattctgaaggcgtggt - ACGTGCCTCCCCGATCCGCGGCAACGCCGCGGATCG 
5’wt/3’wt            TAAGCTGTAAGACTTCCGCACCATACGTG CCTCCCCGATCCGCGGCAACGCCGCGGATCG 
5’wt/3’HI_mut2      TAAGCTGTAAGACTTCC cgtgggtggcgtg CTCCCCGATCCGCGGCAACGCCGCGGATCG 
                      * *   *              *      * ***************************** 
 
5’wt/3’HI_mut1      GGGGGCCACACCGGCCC 
5’wt/3’wt            GGGGGCCACACCGGCCC 
5’wt/3’HI_mut2      GGGGGCCACACCGGCCC 
                    *****************               

ARNm inserto (nts)      secuencia       
5’wt/3’sp1                  209                     Homóloga
5’wt/3’sp 2           100                     Heteróloga
5’wt/3’sp 3              48                      Heteróloga
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A continuación, células BSR fueron transfectadas co n el ARNm 

5’wt/3’wt o cada uno de los ARNm mutantes. Alícuota s de los lisados 

celulares, obtenidos luego de 8 hs de incubación, f ueron ensayadas para 

la determinación de la actividad FLUC (Figura R11).  Los resultados 

indicaron que la inserción de secuencias, ya fueran  homólogas u 

heterólogas, en la región que precede al hairpin II, o la sustitución de la 

secuencia que comprende únicamente al hairpin I redujeron levemente 

los niveles de actividad FLUC (14-16%). En contrast e, la sustitución de la 

secuencia de 20 nts. adyacentes al codón stop, que incluye R_P y parte 

del hairpin I, causó una reducción significativa (30%) en los nive les de 

detección del gen reportero (ARN 5’wt/3’HI_mut1, Fi gura R11). En 

conjunto, estos resultados mostraron la participaci ón de la secuencia 

proximal R_P en la traducción del ARNm viral, y ade más, indicaron que la 

posición del hairpin II respecto al codón stop no tendría influencia so bre 

ese proceso. 

 

 
Figura R11. Determinación de la actividad FLUC. Cél ulas BSR fueron transfectadas con 
100 ng del ARNm indicado, junto con 50 ng del ARN R EN. A las 8 h.p.t. las células fueron 
lisadas y la actividad de los genes reporteros FLUC  y REN fue determinada como se 
describe en Materiales y Métodos. Para cada muestra , los datos de actividad FLUC 
fueron normalizados con los correspondientes valore s de actividad REN. Los datos 
promedio provenientes de tres experimentos independ ientes, cada uno realizado por 
triplicado, se presentan como porcentaje de la acti vidad promedio observada para el 
ARNm 5’wt/3’wt, tomado como 100%. Se indican las ba rras de error. El asterisco indica 
diferencia significativa con el valor determinado p ara el ARNm salvaje (*p<0,05).  
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Para corroborar los resultados obtenidos precedente mente, la 

estabilidad relativa del ARNm mutante 5’wt/3’HI_mut 1, que media niveles 

reducidos de actividad FLUC, fue analizada en paral elo con la del ARNm 

salvaje y los transcriptos mutantes 5’wt/3’HII_mut2  y 5’wt/3’HII_mut3 (ver 

Figura R8). Para eso, células BSR fueron transfecta das con cada uno de 

los ARNm mencionados y el porcentaje de ARNm intrac elular remanente a 

las 8 h.p.t. fue cuantificado mediante RT-qPCR (Fig ura R12). 

 

 
 
Figura R12. Determinación de la estabilidad relativ a de los transcriptos sintéticos. 
Células BSR fueron transfectadas por duplicado con 100 ng de cada uno de los ARN 
indicados. Las monocapas celulares fueron lisadas a  las 4 y 8 h.p.t., respectivamente, 
para la obtención del ARN celular total. El nivel d e cada uno de los transcriptos (FLUC) o 
del ARNm GAPDH a ambos tiempos posttransfección fue  posteriormente determinado 
mediante RT-qPCR, por triplicado, como se indica en  Materiales y Métodos. La 
amplificación del fragmento de FLUC fue llevada a c abo con los oligonucleótidos 
LUC633 RT (para RT), y LUC148_FW qPCR / LUC148_RV q PCR (Par B, Tabla M5, 
Materiales y Métodos). Los datos promedio (+/- desv ío estándar) provienen de un 
experimento para los transcriptos mutantes y de 4 e xperimentos para el transcripto 
salvaje, y son expresados como R(%) que representa el porcentaje remanente de un 
dado ARNm, al finalizar el experimento.  
 

 

Los datos obtenidos para el ARNm 5’wt/3’wt fueron c oncordantes 

con los obtenidos previamente con el par A de oligo nucleótidos 

empleados en la reacción (ver Figura R5). Por otra parte, los resultados 

indicaron que la estabilidad de los transcriptos mu tantes evaluados fue 

comparable a la del ARNm salvaje durante el tiempo experimental. Así, los 
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valores promedio de actividad FLUC determinados pre viamente son una 

medida de la eficiencia de traducción de los ARNm m utantes. Estos 

resultados convalidaron la conclusión de que la sec uencia R_P modularía 

positivamente la traducción del ARNm viral.  
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Análisis del papel de la región 5’ no codificante e n la traducción de los 

ARNm virales.  

 

La secuencia 5’UTR de los ARNm de arenavirus posee una longitud 

que varía entre los 52 y 81 nts. En particular, el análisis bioinformático de 

esta región en el ARNm NP de los arenavirus del Nue vo Mundo, predice la 

formación de una estructura secundaria consenso, co nsistente en un 

pequeño hairpin que involucra los primeros 20 nts. en el extremo 5 ’ 

(Figura R13A y B). Una estructura consenso similar surge del análisis de 

las secuencias 5’UTR de los ARNm GPC, L y Z de todo s los 

Mammarenavirus (resultados no mostrados). Sin embar go, el análisis 

particular de la secuencia 5’UTR del ARNm NP de TCR V muestra una 

estructura alternativa estable ( ∆G: -14,30) que involucra la casi totalidad 

de la región (Figura R13C). 
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Figura R13. Secuencia 5’ no codificante del ARNm NP  de Mammarenavirus del Nuevo 
Mundo. A). Alineamiento de la secuencia 5’UTR del A RNm NP de Mammarenavirus del 
Nuevo Mundo. Los códigos de GenBank correspondiente s a las secuencias analizadas 
son: NC_005077.1 (Guanarito); NC_010247.1 (Amapari) ; NC_006317.1 (Sabia); 
NC_010254.1 (Cupixi); NC_010562.1 (Chapare); NC_005 078.1 (Machupo); NC_004293.1 
(Tacaribe); NC_005081.1 (Junin). B). Predicción de la estructura secundaria consenso 
obtenida en base al alineamiento mostrado en (A) me diante el programa LocaRNA. C). 
Estructura secundaria predicha para la secuencia 5’ UTR del transcripto 5’wt/3’wt, 
mediante el programa mfold (Materiales y Métodos). La línea azul sobre la secuencia 
indica la región proximal (P), la línea rosa, la re gión distal (D) al extremo 5’ (ver Figura 
R14). ∆G: energía libre en kcal/mol .   
 

 

Para analizar el papel que las estructuras predicha s en el 5’UTR 

pudieran desempeñar en la traducción, se diseñaron y evaluaron ARNm 

mutantes con deleción o sustitución en dicha región . En el ARNm 

5’UNS/3’wt, la secuencia 5’UTR casi completa, con e xcepción de los 7 

residuos proximales al codón de iniciación de la tr aducción, fue 

sustituida por tractos de residuos C y T separados por residuos A o G. 

Esta secuencia puede plegarse para formar una estru ctura poco estable. 

A

B C

P D

5’wt/3’wt
∆∆∆∆G: -14,30
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Se generaron además los mutantes 5’ ∆P/3’wt, 5’ ∆D/3’wt y 5’ ∆T/3’wt que 

presentan la deleción parcial de la región proximal  (P) o distal (D) o la 

deleción total (T), respectivamente, de la secuenci a 5’UTR (Figura R14A y 

B). A fin de evitar la introducción de variables ad icionales, la secuencia 

consenso de Kozak adyacente al codón de inicio del gen reportero, que 

facilita la traducción de los ARN mensajeros, fue p reservada en todos los 

mutantes. 

 

 
 
Figura R14. Secuencia 5’UTR de los transcriptos sal vaje y mutantes. A). El alineamiento 
fue obtenido mediante el programa Clustal Omega. Lo s residuos marcados en amarillo 
corresponden a los nucleótidos sin correlato en el genoma viral, cuya secuencia fue 
seleccionada en forma aleatoria. En los ARNm virale s estos residuos provienen de 
ARNm celulares y serian utilizados por la polimeras a viral como cebador para iniciar la 
transcripción. La secuencia subrayada, previa al co dón de iniciación (marcado con gris), 
se mantuvo inalterada en todos los transcriptos y c ontiene la señal consenso de Kozak. 
B). Estructura secundaria predicha, para la secuenc ia 5’UTR de los ARNm sintéticos 
mutantes indicados en (A), mediante el programa mfo ld. Se indica el correspondiente 
valor de energía libre , ∆G, en kcal/mol .  

 
 

Para evaluar el desempeño de estos ARNm en traducci ón, células 

BSR fueron transfectadas con el ARNm salvaje, o con  cada uno de los 

ARNm mutantes. La actividad FLUC fue determinada en  los lisados 

5’UNS/3’wt
∆∆∆∆G: -0,80

5’∆∆∆∆D/3’wt
∆∆∆∆G: -10,50

5’∆∆∆∆P/3’wt
∆∆∆∆G: -1,82

A

B

5’ββββ_Glo/3’wt
∆∆∆∆G: -10,50

5’UNS/3’wt      cctGGACT tctctca tctc atC tc act ctcT ct gtcttg ctctc att ctctC atcT caTc 
5’ ∆P/3’wt       ---GGACT------------------------GTCTAA CTCTTTCACTGAGCTCTTTTTT 
5’ ∆D/3’wt       ---GGACTCGCACAGTGGATCCTAGGCAA--------- ---------------------- 
5’wt/3’wt        ---GGACTCGCACAGTGGATCCTAGGCAAATTGTCTAACTCTTTCACTGAGCTCTTTTTT 
5’ ∆T/3’wt       -------------------------------------- ---------------------- 
                   *****       *     **       *           *        *   *  *                                                                            
 
                                         
5’UNS/3’wt      tcAcTCtcTctgTcttg CGCCATAATG 
5’ ∆P/3’wt       GAAATCCTTGCTTTGATCGCCATAATG  
5’ ∆D/3’wt       ------------TTGATCGCCATAATG  
5’wt/3’wt        GAAATCCTTGCTTTGATCGCCATAATG 
5’ ∆T/3’wt       -----------------CGCCATAATG  
                  * **  *   **   **********     
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celulares obtenidos a las 8 h.p.t. Tal como se espe raba en base a datos de 

la bibliografía reportando que la eficiencia de tra ducción in vitro de ARNm 

sintéticos disminuye drásticamente cuando la longit ud de la secuencia 

5’UTR es menor a 30 nts. (Kozak, 1991), los resulta dos mostraron una 

caída muy pronunciada en los niveles de actividad F LUC para el 

transcripto con deleción total de la región 5’ no t raducible (Figura R15A). 

Además, se observó una reducción de entre 30 y 40% en los niveles de 

actividad del gen reportero en las células transfec tadas con los ARNm 

con deleción parcial, ya sea en la región proximal o distal, lo que podría 

indicar que ambas regiones facilitan el proceso de traducción. Una caída 

aun mayor (51%) en los niveles de FLUC fue observad a para el ARNm 

5’UNS/3’wt, sugiriendo que parte de la participació n de la región distal y/o 

proximal podría depender de algún motivo de secuenc ia o estructural 

especifico, del cual el ARN mutante carece (Figura R15A).  

Por último, se evaluó el efecto de la sustitución d e la secuencia 

5’UTR por la de la correspondiente región de un ARN m celular. Así, la 

región 5’ no codificante de los ARNm 5’wt/3’wt y 5’ wt/poliA fue sustituida 

por la secuencia 5’UTR del ARNm de β_globina, obteniéndose los ARNm 

5’β_glo/3’wt y 5’ β_glo/3’poliA, respectivamente. En experimentos 

similares a los anteriormente descriptos, se observ ó que el transcripto 

5’β_glo/3’wt medió niveles de traducción de FLUC alred edor de 30% 

menores a los determinados para el ARNm viral 5’wt/ 3’wt, indicando que 

la secuencia 5’UTR del ARNm celular puede suplir so lo parcialmente la 

función de la región 5’ no codificante viral (Figur a R15A). Asimismo, el 

transcripto 5’ β_glo/3’poliA, que es un modelo de ARNm celular pues  

contiene tanto la secuencia 5’UTR del ARNm de β globina como la cola de 

poliA en 3’UTR, dirigió niveles de traducción de FL UC que quintuplicaron 

aquellos mediados por el ARNm salvaje. Estos datos confirmaron las 

observaciones previas acerca de la estimulación rel ativa aportada por la 

cola de poliA (Figura R15A, ver también Tabla R1). 

La estabilidad relativa de los ARNm mutantes fue es tablecida en 

experimentos similares al descripto en la Figura R5 . En base a los 

resultados obtenidos (Figura R15B), que mostraron n iveles remanentes 
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de los ARN mutantes al final del experimento compar ables a los del 

transcripto salvaje, se validó la conclusión de que  la secuencia 5’UTR 

contiene determinantes que estimulan la traducción de los ARNm virales.  

Figura R15. Rol de la secuencia 5’UTR en la traducc ión viral. A). Determinación de la 
actividad FLUC. Células BSR, transfectadas con cada  uno de los transcriptos indicados, 
fueron procesadas para la determinación de la activ idad FLUC, como se indica en 
Materiales y Métodos. Los valores corresponden al p romedio (+/- el desvío estándar) de 
2 a 4 experimentos independientes, y se expresan co mo porcentaje de la actividad 
observada para el ARNm 5’wt/3’wt (100%). El asteris co indica diferencia significativa con 
el valor determinado para el ARNm salvaje (*p<0,05) . B). Determinación de la estabilidad 
relativa de los transcriptos sintéticos. Células BS R fueron transfectadas por duplicado 
con 100 ng de cada uno de los ARN indicados. El por centaje remanente de cada uno de 
los transcriptos al finalizar el experimento, expre sado como R(%), fue determinado 
mediante RT-qPCR, en la forma indicada en Materiale s y Métodos y en la leyenda de la 
Figura R5. En este caso, la amplificación del fragm ento de FLUC fue llevada a cabo con 
los oligonucleótidos LUC633 RT (para RT), y LUC148_ FW qPCR / LUC148_RV qPCR (Par 
B, Tabla M5, Materiales y Métodos). Los datos prome dio (+/- desviación estándar) 
corresponden a uno (ARN 5’ ∆P/3’wt) o 3 experimentos independientes (ARNs salva je y 
5’∆D/3’wt). 

Transcripto                FLUC%

5’wt/3’wt               100

5’∆T/3’wt              13 (+/-0,5) * 
5’∆P/3’wt                          69 (+/-3,6) *
5’∆D/3’wt              63 (+/-3,8) *
5’UNS/3’wt           49 (+/-5,0) * 

5’b_Glo/3’wt         71 (+/-23) 
5’b_Glo/poliA 500 (+/-80) * 
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Estudio de la influencia de la proteína viral NP en  la traducción de los 

ARNm de arenavirus.  

 

Como se menciona en Introducción, existen anteceden tes de la 

participación de proteínas virales en la modulación  de la traducción de 

los ARNm de varios virus, tales como el virus Influ enza, rotavirus y 

hantavirus, entre otros (Walsh and Mohr, 2011). Por  ejemplo, la ARN 

polimerasa del virus Influenza es capaz de asociars e al complejo de 

preiniciación de la traducción 43S en células infec tadas, y estimular la 

asociación de eIF4GI a la estructura Cap. La proteí na N de hantavirus se 

une al Cap y puede mediar la interacción de esta es tructura con el 

complejo de preiniciación 43S, a través de la inter acción directa con la 

subunidad ribosomal 40S. El hecho de que en ambos c asos, la traducción 

de los ARNm virales ocurra aún en condiciones de ba jos niveles de eIF4E, 

llevó a sugerir un rol de las proteínas virales com o sustituto de este factor 

celular (Burgui et al., 2007; Mir and Panganiban, 2 008; Yanguez and Nieto, 

2011; Yanguez et al., 2012). 

Por otra parte, reportes recientes han mostrado que  si bien la 

multiplicación de JUNV o TCRV requiere de la activi dad funcional de los 

factores eIF4GI y eIF4A, no depende de la función d e eIF4E, ya que el 

silenciamiento de este factor en células infectadas  no reduce la síntesis 

de las proteínas virales (Linero et al., 2013). Coi ncidentemente, Baird y 

colaboradores (Baird et al., 2012) han mostrado la asociación de NP con 

diversos factores celulares tales como eIF4G, eIF4A , y proteínas 

ribosomales, en estructuras denominadas complejos d e replicación 

(RTC). En contraste, eIF4E no pudo ser detectado en  los RTC, ya sea 

empleando anticuerpos monoclonales o policlonales e specíficos. Por otra 

parte Linero y colaboradores han mostrado en experi mentos de 

coinmunoprecipitación, que la nucleoproteína de JUN V o TCRV es capaz 

de interactuar con la estructura Cap. De acuerdo a esos resultados, los 

autores han propuesto que la proteína NP podría ree mplazar a eIF4E 

durante la traducción de los ARNm virales (Linero e t al., 2013).  

En base a esos antecedentes, se investigó si la pro teína NP de 

TCRV participa en el proceso de traducción de los A RNm virales. Así, la 
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metodología descripta en las secciones precedentes fue utilizada para 

evaluar la eficiencia de traducción del transcripto  salvaje en presencia (o 

ausencia) de la proteína NP. Células BSR fueron tra nsfectadas con 

cantidades crecientes del plásmido que expresa la p roteína NP (pTCRV-N, 

Materiales y Métodos) y 4 horas más tarde fueron tr ansfectadas con el 

ARN 5’wt/3’wt, junto con el ARN REN como control. P or un lado, los 

lisados celulares fueron analizados para cuantifica r la actividad de FLUC 

y REN y por otra parte, fueron sometidos a un análi sis de Western Blot 

para determinar el nivel intracelular de NP en cada  condición (Figura 

R16A).  

Como puede verse en la Figura 16, los resultados mo straron niveles 

de actividad FLUC determinados en ausencia de NP qu e fueron 

comparables a los detectados en presencia de cantid ades crecientes de 

NP. Estos datos indicaron que, en las condiciones e xperimentales 

utilizadas, la presencia de NP no afectó la eficien cia de traducción del 

transcripto. 

Para confirmar estos resultados, se intentó evaluar  el efecto de la 

presencia de NP sobre la traducción viral, en el co ntexto de una infección 

auténtica con TCRV. Para eso, células BHK-21 fueron  infectadas con el 

virus y 24 horas después fueron transfectadas con e l ARNm 5’wt/3’wt. La 

determinación de actividad FLUC en los lisados celu lares obtenidos a las 

8 h.p.t., confirmó que la presencia de NP no afecta  la eficiencia de 

traducción del ARNm sintético (Figura R16B). En sum a, estos datos 

sugieren que NP no tendría un papel central en la t raducción de los ARNm 

de TCRV. 
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Figura R16. Análisis del requerimiento de la proteí na NP para la traducción de los ARNm 
de TCRV. A). Células BSR fueron transfectadas con l as cantidades indicadas del 
plásmido pTCRV-N o con 800 ng del plásmido pTM1 vac ío como control. Cuatro horas 
más tarde, las células fueron transfectadas con el ARNm 5’wt/3’wt, junto con el ARN 
control (ARN REN), los lisados celulares fueron obt enidos a las 8 h.p.t. y fueron 
ensayados para determinar la actividad de FLUC y de  REN (Panel superior). Los datos 
corresponden al promedio de dos experimentos (+/- d esviación estándar). El valor 
obtenido en las células que no expresan NP fue toma do como 100%. Panel inferior: los 
lisados fueron analizados mediante Western blot, co n un anticuerpo anti-NP de TCRV. Se 
muestra una imagen representativa. B). Células BHK- 21 fueron infectadas con TCRV a 
una multiplicidad de infección de 0,1 unidades form adoras de placas (UFP)/célula (línea 
2), o no fueron infectadas (línea 1). A las 24 hs p ostinfección las células fueron 
transfectadas con el transcripto 5’wt/3’wt y el con trol ARN REN, como se indica en 
Materiales y Métodos. Los lisados celulares, obteni dos a las 8 h.p.t., fueron utilizados 
para determinar la actividad de FLUC y para evaluar  la presencia de NP mediante 
Western blot, en la forma indicada en (A). Como con trol, se analizó un lisado de células 
transfectadas con pTCRV-N (línea 3). Los valores no rmalizados de actividad FLUC (%) se 
muestran en la parte inferior de la Figura.  
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Implicancia de los factores celulares eIF4G y eIF4E  en la traducción de los 

ARNm de arenavirus.  

 

Con el objetivo de contribuir al conocimiento del m ecanismo por el 

cual son traducidos los ARNm de arenavirus, se dise ñaron experimentos 

destinados a evaluar la relevancia de los factores eucariotas de iniciación 

de la traducción eIF4G y eIF4E en ese proceso.  

En primer lugar, se investigó la participación del factor eIF4G 

utilizando una estrategia que emplea la proteasa 2A  de poliovirus (2APro). 

Esta proteína cliva las isoformas eIF4GI y eIF4GII del factor eIF4G, 

inactivándolas. En el contexto de la infección por poliovirus, 2APro 

constituye uno de los elementos que contribuyen a l a inhibición de la 

síntesis de proteínas celulares por parte de esos v irus (Gradi et al., 1998). 

Así, el ARNm salvaje o ARNm mutantes fueron cotrans fectados en células 

BSR junto con un plásmido que expresa 2APro. Los li sados obtenidos a 

las 8 h.p.t. fueron analizados para cuantificar la actividad FLUC (Figura 

R17A). Como control, la integridad de eIF4GI en los  lisados fue evaluada 

mediante Western blot.  

Como muestra la Figura R17B, el anticuerpo anti-eIF 4G reveló una 

única banda de PM aparente cercano a 250 kDa corres pondiente al factor 

eIF4G en los lisados de las células transfectadas c on el plásmido control 

(líneas 2, 4, 6 y 8). En contraste, el análisis de los lisados de células 

transfectadas con el plásmido que expresa 2APro, re veló una serie de 

bandas de PM aparente cercano a los 160 kDa, corres pondiente a los 

productos del clivaje de eIF4GI (líneas 1, 3, 5 y 7 ). La incubación de la 

membrana con el anticuerpo anti-actina (panel infer ior) permitió confirmar 

que el gel contenía cantidades equivalentes de mues tra en todas las 

calles. 
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Figura R17. Efecto del clivaje del factor eIF4G sob re la traducción de los ARNm 
sintéticos. A). Células BSR fueron transfectadas po r duplicado con el ARN sintético 
5’wt/3’wt (salvaje) o cada uno de los ARN mutantes indicados, junto con un plásmido 
que expresa la proteasa 2APro de enterovirus (+2APr o) o pTM1 vacío como control (-
2APro), según se indica. Ocho más tarde, los lisado s celulares fueron analizados para 
cuantificar la actividad relativa de FLUC, como se indica en Materiales y Métodos y en la 
leyenda de la Figura R4. B). Los lisados de las cél ulas transfectadas fueron analizados 
mediante Western blot utilizando un suero específic o anti-eIF4G (panel superior) o un 
anticuerpo anti-actina, para control de carga del g el (panel inferior). En (A) y (B) los 
nombres de los transcriptos se indican consignando únicamente la característica de la 
secuencia 3’UTR.  
    
    

Por otra parte, el análisis de la actividad FLUC en  los lisados 

celulares reveló una disminución cercana al 70% en los niveles de 

traducción de los ARNm sintéticos en presencia de 2 APro, respecto a los 

niveles detectados en ausencia de la proteasa. Nota blemente, el efecto 

del clivaje de eIF4G se manifestó en niveles compar ables tanto para el 
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ARNm salvaje (5’wt/3’wt), como para los mutantes qu e presentan la 

deleción de la secuencia hairpin II (5’wt/3’ ∆H o 5’wt/3’ ∆H+19are) o para el 

ARNm 5’wt/3’poliA, que presenta la sustitución tota l de la secuencia 

3’UTR por la cola de poliA. Cabe señalar que estos resultados fueron 

confirmados para el ARNm salvaje, obteniéndose valo res de actividad 

FLUC en presencia de 2APro que fueron 70 a 50% meno res a los 

determinados para el control que no expresa la prot easa (resultados no 

mostrados). En conjunto, estas observaciones indica ron que la 

traducción de los transcriptos virales es dependien te del factor eucariota 

eIF4GI y que dicha dependencia no está determinada por la presencia del 

hairpin II en el ARNm.   

Luego, se abordó el análisis del requerimiento del factor eIF4E para 

la traducción de los ARNm virales. El plásmido pSup erGFP_4E, que 

expresa un ARN de interferencia (si_ARN) específico  de eIF4E, fue 

utilizado para disminuir el nivel intracelular de e ste factor. Como control, 

se empleó el plásmido pSuper_GFP_TM, el cual expres a un siARN 

inespecífico que reconoce un ARNm bacteriano (Burgu i et al., 2007). En 

estos experimentos, células humanas HEK-293T fueron  transfectadas, en 

primer lugar, con pSuperGFP_4E o con pSuper_GFP_TM.  Dado que 

ambos plásmidos codifican además para la Proteína F luorescente Verde 

(Green F luorescent P rotein-GFP), la eficiencia de la transfección fue 

evaluada luego de una incubación por 12 horas, medi ante la detección de 

GFP en un microscopio de fluorescencia. En ese punt o, el experimento 

fue proseguido únicamente cuando la eficiencia de t ransfección resultó 

cercana o mayor al 70%. A las 36 h.p.t., entonces, las células fueron 

lavadas exhaustivamente y luego transfectadas con e l ARNm 5’wt/3’wt o 

con el ARNm 5’ß_Glo/3’poliA. Doce horas más tarde, las células fueron 

lisadas, y una alícuota de los lisados celulares fu e analizada para 

cuantificar la actividad FLUC, mientras otra alícuo ta fue analizada 

mediante Western blot para cuantificar el nivel int racelular de eIF4E. 

Los resultados de experimentos preliminares indicar on un bajo 

nivel de depleción del factor eIF4E (Figura R18A). A pesar de numerosos 

intentos en los que se variaron las condiciones exp erimentales, como la 

cantidad de plásmido transfectada y el tiempo de in cubación previo a la 
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transfección del ARN (resultados no mostrados), el nivel de depleción 

intracelular de eIF4E no superó el 20% del total, d eterminado mediante la 

cuantificación densitométrica de las imágenes.  
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Figura R18. Efecto de la depleción del factor eIF4E  sobre la traducción de los ARNm 
sintéticos. Células HEK-293T fueron transfectadas c on 800 ng del plásmido 
pSuperGFP_4E (si_4E) o del plásmido control pSuper_ GFP_TM (si_C), como se indica en 
Materiales y Métodos. A las 36 h.p.t., las células fueron transfectadas con 450 ng del 
ARN 5’wt/3’wt o del 5’ß_Glo/3’poliA, junto con 75 n g de ARN REN como control. Ocho 
horas más tarde, alícuotas de los lisados celulares  fueron analizados mediante Western 
blot utilizando anticuerpos α-eIF4E (A, panel inferior) o α-actina como control de carga 
del gel (A, panel superior). Se presenta una imagen  representativa de los resultados. Una 
segunda alícuota de los lisados celulares fue utili zada para la determinación de la 
actividad FLUC, como se indica en la leyenda de la Figura R4 (B). Los datos presentados 
corresponden al promedio (+/- desviación estándar) de 2 experimentos independientes, 
realizados por triplicado. 

    
    

El ARNm 5’ß_Glo/3’poliA fue tomado como modelo de u n ARNm 

celular, por lo que se esperaba que, en condiciones  de depleción de 

eIF4E, la actividad FLUC mediada por el mismo resul tara disminuida. En 

concordancia con los bajos niveles de depleción de eIF4E observados, 

los niveles de actividad FLUC detectados en las cél ulas transfectadas con 

el ARNm 5’ß_Glo/3’poliA y el plásmido pSuperGFP_4E no presentaron 
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diferencias significativas con los de las células c ontrol (Figura R18B). En 

base a estos resultados se concluyó que la metodolo gía utilizada para el 

silenciamiento de eIF4E es inadecuada. En experimen tos futuros, se 

planea abordar el silenciamiento de eIF4E mediante la utilización de 

si_ARNs comerciales.  
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CAPÍTULO II.  

 

 

Desarrollo de un sistema para la 

generación de TCRV infeccioso a partir 

de ADN copia. 
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Consideraciones generales.  

 

La generación de virus infectivo a partir de clones  de ADN copia 

(ADNc), es una herramienta de suma importancia para  el estudio de las 

bases moleculares de la replicación viral. Una de l as estrategias usadas 

con éxito para rescatar virus con genoma a ARN nega tivo segmentado a 

partir de clones de ADNc, fue desarrollada inicialm ente para el virus 

Bunyamwera (familia Bunyaviridae). La estrategia se basa en la síntesis 

intracelular de los segmentos de ARN viral compleme ntarios 

(antigenomas), en ausencia de plásmidos que codifiq uen para las 

proteínas virales, o del uso de virus “colaborador” , lo cual implicaría 

pasos de selección de los virus generados (Lowen et  al., 2004). Un 

enfoque similar ha permitido el rescate de otros ar enavirus (Albarino et 

al., 2009; Albarino et al., 2011; Lan et al., 2009) .  

Una consideración importante es que los extremos 5’  y 3’ de los 

antigenomas a partir de los cuales se parte, deben ser precisos y 

predeterminados. Para esto, se han utilizado en gen eral dos sistemas 

transcripcionales. Uno de ellos involucra un cassette que comprende las 

secuencias especie-especificas del promotor y termi nador de la ARN 

polimerasa I. El otro sistema, más versátil pues es  aplicable en todo tipo 

de línea celular, es el cassette T7, que utiliza las secuencias del promotor 

y terminador de la T7ARNPol, seguido este ultimo de  la secuencia de la 

ribozima del virus de la Hepatitis Delta (HDV) (Bou loy and Flick, 2009).  

Sobre la base de esos antecedentes, se diseñó la es trategia 

empleada para la generación de TCRV infeccioso a pa rtir de ADNc. 

Básicamente, ésta consistió en la expresión intrace lular de los segmentos 

antigenómicos S y L, a partir de construcciones pla smídicas que utilizan 

el cassette T7 de expresión, en una línea celular (BHK/T7-9) q ue expresa 

la T7ARNPol en forma constitutiva.  

En este Capítulo se describen los plásmidos utiliza dos y los 

experimentos llevados a cabo para el rescate de TCR V recombinante.   
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Construcción de los plásmidos que expresan los ARN antigenómicos de 

TCRV. 

 

El primer paso para la obtención del clon infeccios o del virus 

Tacaribe, implicó la generación de los plásmidos de nominados pLag wt y 

pSag wt (Figuras M4 y M5, Materiales y Métodos) que  expresan, 

respectivamente, la copia complementaria completa d el ARN L y del ARN 

S de TCRV. En ambos casos, el inserto se encuentra clonado aguas abajo 

del promotor de la T7ARNPol y aguas arriba de la se cuencia de la 

ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV) en e l vector pTV2.0 (Pattnaik 

et al., 1992). La actividad autocatalítica de la ri bozima determina el 

extremo 3’ del ARN transcripto por la T7ARNPol. Por  lo tanto, los 

extremos 5’ y 3’ de los ARN sintetizados a partir d e pSag y pLag, 

corresponden a la de los auténticos ARN antigenómic os. A priori, esta es 

una condición necesaria para la replicación posteri or del ARN viral y 

eventualmente para su ensamblado en partículas infe cciosas. En efecto, 

reportes previos han demostrado que el ultimo resid uo G en el extremo 3’ 

de los segmentos genómicos de arenavirus es absolut amente requerido 

para promover la síntesis del ARN viral (Hass et al ., 2006; Perez and de la 

Torre, 2003). Por otra parte, se sabe que la eficie ncia de corte de la 

ribozima HDV responde a un patrón C>U>A>G respecto al nucleótido 

localizado inmediatamente hacia 5’ del sitio de cli vaje (Perrotta and Been, 

1991). En consecuencia, es esperable que el clivaje  de ARNs portadores 

de un residuo G en su extremo 3’, sea ineficiente. Por esos motivos, tanto 

pSag wt como pLag wt fueron modificados por medio d e mutagénesis 

sitio-dirigida (Materiales y Métodos), para introdu cir un nucleótido (C) 

extra, no viral, inmediatamente aguas abajo del ext remo 3’ del 

correspondiente ARN viral. Se esperaba que esta mod ificación resultara 

en un aumento de eficiencia de la ribozima, que dar ía lugar a un número 

mayor de moléculas de ARN antigenómicos procesados,  con extremos 3’ 

muy similares al de los ARN virales. Los plásmidos resultantes fueron 

denominados pSag wt +C y pLag wt +C, respectivamente (Figura M6, 

Materiales y Métodos). La identidad de los insertos  fue controlada 

mediante la secuenciación completa de ambas constru cciones.  
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Puesta a punto de las condiciones para la generació n de TCRV infeccioso 

a partir de ADNc . 

 

Como se mencionó previamente, el sistema de generac ión de TCRV 

recombinante se basa en la transfección de pLag wt +c junto con pSag wt +c 

en células que expresan la T7ARNPol. Hipotéticament e, esto llevaría a la 

síntesis de niveles basales de NP y L a partir de l os ARN antigenómicos 

inicialmente sintetizados por la T7ARNPol, permitie ndo el inicio de la 

transcripción y replicación (Figura R19). Sin embar go, la posibilidad de 

que fuera necesario suplementar el sistema con nive les adicionales de 

proteínas NP y/o L, no podía ser descartada. 

 

Figura R19. Representación esquemática del funciona miento del sistema de genética 
reversa, ilustrado únicamente para el ARN S. En cél ulas transfectadas con los plásmidos 
pSag wt +c y pLag wt +c, los ARN Sag y Lag dirigen la síntesis de niveles basales de NP y 
L, respectivamente. Estas proteínas inician (a part ir del ARN Sag) la transcripción del 
ARNm GPC y la síntesis del ARN S genómico (Sg). A p artir de Sg, son sintetizados el 
ARNm de NP y nuevo ARN antigenómico Sag. La transcr ipción y replicación del ARN Lag 
ocurre en forma similar (no se muestra). Los ARN ge nómicos son incorporados a las 
partículas virales que son liberadas al medio extra celular. 
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Con el objeto de establecer condiciones propicias p ara obtener 

TCRV recombinante infeccioso, se generaron construc ciones adicionales 

basadas en el plásmido pSag wt +C, que facilitarían la detección de los 

productos de la transcripción y replicación de los ARN antigenómicos. 

Por un lado, se construyó el plásmido pSag GFP +C, que contiene el gen de 

la proteína verde fluorescente GFP en remplazo del gen GPC. Por otra 

parte, el plásmido pSag CHERRY +C, que contiene el gen de la proteína roja 

fluorescente (CHERRY) en remplazo del gen NP. Ademá s, con el fin de 

contar con un control negativo en los subsiguientes  experimentos de 

rescate de virus recombinante, se generó el plásmid o pLag pol(-) +C, que 

contiene la secuencia codificante para una mutante de la proteína L que 

no presenta actividad polimerasa (Materiales y Méto dos).  

 

Los plásmidos pSag GFP +C y pSag CHERRY +C fueron utilizados 

como herramienta para la puesta a punto de las cond iciones de 

transfección que, con mayor probabilidad, permitier an la generación de 

TCRV recombinante. En la primera serie de experimen tos, células 

BHK/T7-9 fueron transfectadas con pSag GFP +C y pLag wt +C. En paralelo, 

para evaluar el eventual requerimiento de niveles i ntracelulares de la 

proteína L por encima de los basales, ambos plásmid os fueron 

transfectados junto con el plásmido pTCRV-L (Materi ales y Métodos). 

Como control, pSag GFP +C fue transfectado junto con el plásmido pLag 

pol(-) +C. La expresión de GFP fue evaluada mediante la obse rvación de los 

cultivos en un microscopio de fluorescencia (Figura  R20). 
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Figura R20. Puesta a punto de la metodología para e l rescate de TCRV recombinante. A) 
Esquema de la síntesis de ARNm GFP a partir del ARN  SagGFP. B) Células BHK/T7-9 en 
placas de 24 pocillos fueron transfectadas con 1µg del plásmido pSag GFP +C junto con 
0,5 µg de pLag wt +C, o como control, con 0,5 µg de pLag  pol(-) +C, en presencia o ausencia 
de 50 ng de pTCRV-L, según se indica. Las células f ueron observadas a las 48 h.p.t. 
mediante microscopio invertido de fluorescencia (au mento 20X).  
 

 

Como puede observarse en la Figura R20B, los result ados 

mostraron la acumulación de GFP en las monocapas ce lulares 

transfectadas con pSagGFP +c y pLag wt +c, detectándose un mayor 

número de células positivas por campo en aquellas q ue fueron 

cotransfectadas con pTCRV-L, respecto a lo observad o en ausencia de L 

suplementaria (comparar paneles 1 y 2). Como se esp eraba, el nivel de 

fluorescencia en las células transfectadas con pSag GFP+c y pLag pol(-) +c 

(Panel 3) fue comparable al detectado en células no  transfectadas (panel 

4). Estos resultados indicaron que el sistema es ca paz de transcribir el 

ARNm GFP (ver Figura R20A).  
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Experimentos similares, en los que se evaluaron dif erentes 

cantidades y proporciones de los plásmidos pSag GFP +C, pTCRV-L y pLag 

wt+C, en presencia o ausencia del plásmido que expresa la proteína NP 

(pTCRV-NP), permitieron definir que la coexpresión de NP no resulta en 

un aumento del número de células fluorescentes, así  como a determinar 

las cantidades de 1,2 µg de pSag GFP +C, 20 ng de pTCRV-L y 0,65 µg de 

pLag wt +C por pocillo de placa de 24 pocillos, como óptimas para la 

expresión de GFP (resultados no mostrados). Esas co ndiciones fueron 

utilizadas en los ensayos subsiguientes.  

 

Los experimentos descriptos en el punto anterior pe rmitieron 

comprobar que el sistema sustenta la primera ronda de transcripción del 

ARN antigenómico Sag, y presumiblemente la del ARN Lag. Para poder 

determinar si el sistema es capaz de mediar el cicl o de replicación 

completo de los ARN antigenómicos, debíamos poder v erificar 

específicamente que el ARN genómico y el ARNm deriv ado del mismo 

fueron sintetizados. Para eso, los plásmidos pSag G FP+C y pLag wt +C (o 

pLag pol(-)+ C como control), fueron transfectados en células BHK /T7-9 en 

las cantidades previamente determinadas, junto con 1,2 µg de pSag 

CHERRY+C. La observación de las células al microscopio de f luorescencia 

permitió detectar proteína CHERRY en las células tr ansfectadas con pSag 

GFP+C y pSag CHERRY +C en presencia de proteína L activa (Figura R21B, 

Panel 1). Como se esperaba, la proteína CHERRY no f ue detectada en las 

células control, que expresaban la versión inactiva  de la proteína L 

(Figura R21B, Panel 2).  
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Figura R21. Puesta a punto de la metodología para e l rescate de TCRV recombinante. A). 
Representación esquemática de la síntesis del ARNm CHERRY, la cual requiere síntesis 
previa del ARN genómico Sg de cadena completa (repl icación). B). Células BHK/T7-9 
fueron transfectadas con los plásmidos pSag GFP +C y pSag CHERRY +C junto con pLag 
pol(-)+c (Panel 2) o con pLag wt +C y pTCRV-L (Panel 1). Las células fueron observadas  a 
las 72 h.p.t. mediante microscopio invertido de flu orescencia (aumento 20X). C) Células 
BHK/T7-9, transfectadas en las condiciones indicada s para el panel 1 (B). La imagen fue 
tomada con un aumento 40X, con el filtro correspond iente a verde (GFP, panel 1) o rojo 
(CHERRY, panel 2). 
 

 

Asimismo, la observación al microscopio de fluoresc encia permitió 

detectar tanto la presencia de GFP como de CHERRY e n algunas de las 

células transfectadas (Figura R21C). Estos resultad os indicaron que el 

ARN antigenómico fue replicado por la proteína L, d ando lugar al ARN 

genómico Sg CHERRY, el cual fue a su vez fue usado como templado 
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para la transcripción del ARNm CHERRY (Figura R21A) . En conjunto, los 

ensayos confirmaron que en las condiciones experime ntales 

establecidas, el sistema permite el ciclo completo de transcripción y 

replicación de los ARN sintetizados a partir de los  plásmidos 

transfectados. Estas condiciones fueron por lo tant o empleadas para 

realizar los ensayos de generación de virus Tacarib e recombinante que se 

describen a continuación.  

 

 

Rescate de TCRV a partir de ADNc.  

 

Sobre la base de los resultados obtenidos previamen te, a 

continuación se intentó lograr la producción de TCR V recombinante 

(TCRVrec). Células BHK/T7-9 fueron transfectadas co n pSag wt +C y pLag 

wt+C junto con pTCRV-L en las cantidades establecidas p reviamente. 

Como control, las células fueron transfectadas en p aralelo con pSag wt +C 

y pLag pol(-) +C. Luego de 72 hs de incubación, los sobrenadantes d e las 

células transfectadas fueron colectados (P0) y dilu idos al medio, para ser 

luego inoculados sobre células BHK-21 cultivadas en  placas de 12 

pocillos. Los sobrenadantes de estas células (P1) f ueron colectados a los 

tres días post-infección (p.i.) y fueron luego usad os para inocular 

nuevamente células BHK-21, cultivadas en botella de  25 cm 2. Este 

procedimiento fue repetido hasta el pasaje 4 (P4). Como control, se 

procedió de la misma manera con el sobrenadante de las células 

transfectadas en paralelo con pSag wt +C y pLag pol(-) +C. La presencia de 

partículas virales infectivas en los sobrenadantes colectados en cada 

etapa fue evaluada mediante titulación de virus con  el método de Placas 

de Lisis en células Vero. La Figura R22 y la Tabla R2 muestran los 

resultados de dos experimentos independientes.  
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Figura R22. Titulación de TCRV recombinante generad o en el experimento 1. Células 
BHK/T7-9 fueron transfectadas con pSag wt +C, pTCRV-L y pLag wt +C (TCRVrec) o con 
pSag wt +C y pLag pol(-) +C (control –L). Los sobrenadantes de las células tra nsfectadas, 
colectados a los 3 d.p.i. (P0), o los pasajes P3 y P4 en células BHK-21, fueron titulados 
mediante el método de placas de lisis. Se muestra e l control de células no infectadas 
(Mock), y el control de infección con TCRV salvaje (TCRV wt). Debajo de cada pocillo, se 
indica la dilución de inóculo utilizada. Las imágen es corresponden a titulaciones 
independientes. 

 

 

En el primer experimento pudo detectarse virus en e l sobrenadante 

P0 de las células transfectadas, con un titulo de 1 02 UFP por ml. Como se 

esperaba, no se detectó virus infectivo en los sobr enadantes de las 

células transfectadas con pSag wt +C y pLag pol(-) +C (Figura R22, control -

L). El stock viral fue amplificado luego de 4 pasaj es de los sobrenadantes 

en células BHK-21, obteniéndose un título final de 106 UFP/ml. El fenotipo 

de las placas de lisis producidas por los pasajes P 3 y P4 de TCRVrec fue 

similar al de las placas del TCRV wt, titulado en p aralelo (Figura R22).  

En el segundo experimento, células BHK/T7-9 fueron transfectadas 

en la forma indicada anteriormente. La amplificació n del sobrenadante P0 

fue realizado en paralelo sobre células BHK-21 y BH K/T7-9, cultivadas en 

botella de 25 cm 2. Los resultados mostraron un máximo título viral 

control –L
P0

TCRVrec
P0

TCRVrec
P3

TCRVrec
P4

1:1021:10                1:2

TCRV wt Mock

1:103

1:103

1:104
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registrado en los pasajes 1 y 2, amplificados en cé lulas BHK-21 (Tabla 

R2).  

 

Tabla R2. Titulación de los sobrenadantes obtenidos  en el proceso de generación de 
TCRV recombinante. 
 

  EXP 1 EXP 2a EXP2b 

P0 1,0 x 10
2
  ND 

P1 NT 3,2 x 10
5 

 5,0 x 10
3
 

P2 NT 2,0 x 10
5 

 5,7 x 10
3
 

P3 1,0 x 10
5 

 NR 2,8  x 10
4
 

P4 1,0 x 10
6 

 NR 8,0 x 10
3
 

 
Exp1- En el experimento 1, el sobrenadante P0 fue i noculado en células BHK-21. Todas 
las amplificaciones subsiguientes fueron realizadas  también en células BHK-21. 
Exp2 a-Experimento 2a. Los sobrenadantes P1 y P2 fueron o btenidos luego de la 
inoculación de células BHK-21. 
Exp2 b-Experimento 2b. La amplificación de P0 (P1) fue ll evada a cabo en células BHK/T7-
9; las subsiguientes amplificaciones en células BHK -21. 
ND: indetectable. NT: no testeado. NR: no realizado . 

 

 

Cabe señalar que las titulaciones de TCRV salvaje f ueron separadas 

espacial y temporalmente de los experimentos de tra nsfección y 

amplificación presentados en la Figura R22 y Tabla R2. Si bien resta 

confirmar la identidad molecular de los virus ampli ficados, los resultados 

sugieren fuertemente que el sistema desarrollado en  este trabajo de Tesis 

es capaz de dirigir la generación de TCRV recombina nte. Esta es una 

herramienta fundamental que abre la posibilidad de realizar futuros 

estudios sobre las señales involucradas en el proce so de traducción en el 

contexto de una infección viral auténtica.  
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Elementos involucrados en la traducción de los ARN mensajeros del 

arenavirus Tacaribe. 

 

Como se menciona en Introducción, durante la traduc ción 

dependiente de Cap en organismos eucariotas, el com plejo de iniciación 

eIF4F reconoce la estructura Cap en el extremo 5’ d el ARNm. Este 

complejo participa en el desenrrollamiento de la re gión del ARNm 

proximal al Cap permitiendo la unión del complejo 4 3S, que comprende la 

subunidad ribosomal 40S, el ARNt iniciador y los fa ctores eIF2-GTP, eIF3, 

eIF1 y eIF1A, para formar el complejo 48S. Esta eta pa es crítica, 

representando un punto de control, que es mediado p or la fosforilación 

de eIF2a por quinasas especificas (Gale et al., 200 0; Jackson et al., 2010). 

Otros factores que afectan la eficiencia de traducc ión incluyen la longitud 

y complejidad estructural de las secuencias 5’ y 3’  no traducibles, la 

posición y contexto del codón iniciador AUG, y la e stabilidad y 

accesibilidad tanto del Cap como del complejo de un ión al Cap (Gale et 

al., 2000; Jackson et al., 2010). 

Los virus dependen de la maquinaria celular para la  traducción de 

las proteínas esenciales para su replicación y han desarrollado diversas 

estrategias para tomar control de la misma. Así, lo s virus pueden 

controlar los pasos de iniciación, la elongación o la terminación mediante 

interacciones con los diferentes factores intervini entes. En cuanto a 

estrategias utilizadas para el control del ensambla je del complejo eIF4F, 

por ejemplo, algunos virus impiden la traducción de l hospedador 

removiendo elementos clave como la estructura Cap o  el factor eIF4G, o 

inactivando el complejo eIF4F a través de proteínas  de unión al mismo 

(Walsh and Mohr, 2011). Las proteasas de enteroviru s, retrovirus y 

calicivirus clivan el factor eIF4G. Sin embargo, la  inhibición de la 

traducción dependiente de Cap no bloquea la traducc ión de los ARNm 

virales, debido a que muchos virus a ARN poseen sit ios internos de 

entrada de ribosomas (IRES) que dirigen la traducci ón independiente de 

Cap (Guerrero et al., 2015; Walsh and Mohr, 2011). Algunos virus que 

carecen de cola de poliA, utilizan un mecanismo que  involucra la 

interacción de los extremos 5’ y 3’ para la estimul ación de la traducción 
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de las proteínas virales. Por ejemplo, la estimulac ión de la traducción de 

rotavirus se asocia a la interacción de la proteína  viral NSP3 con una 

secuencia consenso en la región 3’ no traducible qu e sustituye 

funcionalmente a la cola de poliA (Piron et al., 19 98; Vende et al., 2000).  

Escasos son los antecedentes acerca de la estrategi a que utilizan 

los arenavirus para controlar la traducción de sus ARNm, los cuales, 

como se describe en Introducción, son subgenómicos,  poseen estructura 

Cap en el extremo 5’ y carecen de cola de poliA en el extremo 3’. Trabajos 

previos habían demostrado que stocks de TCRV, prepa rados en 

condiciones tales que la proporción de partículas d efectivas interferentes 

(DI) respecto a las partículas formadoras de placas  (o partículas estándar) 

es baja, son capaces de inducir la inhibición de la  síntesis de proteínas y 

ácidos nucleicos celulares, en presencia de síntesi s activa de las 

proteínas virales. Por el contrario, los stocks enr iquecidos en DI no 

inhiben las funciones celulares (Lopez and Franze-F ernandez, 1985). Sin 

embargo, la naturaleza de las partículas DI es desc onocida, y la forma en 

que las partículas estándar de TCRV toman control d e la maquinaria 

celular no ha sido explorada. 

Por otra parte, la inhibición de la traducción celu lar en respuesta a 

estímulos tales como la infección viral es mediada por la fosforilación y 

consecuente inactivación de la subunidad alfa de eI F2 (eIF2a). Asociada a 

la inhibición de la traducción, se da la formación de gránulos de estrés 

(Stress G ranules, SG) citoplasmáticos, estructuras donde son  reclutados 

ARNm poliadenilados y factores de iniciación de la traducción como eIF3; 

eIF4E y eIF4G entre otros. En relación a este proce so, se ha reportado que 

la infección aguda con el virus Junín se asocia con  la inhibición de la 

fosforilación de eIF2a y la formación de SG, especu lándose que ésta 

podría representar una estrategia viral para tener acceso a los factores de 

traducción que de otro modo quedarían secuestrados en los SG (Linero et 

al., 2011). 

En resumen, al inicio de este trabajo de Tesis, era n escasos los 

datos sobre la estrategia utilizada por los arenavi rus para dirigir la 

traducción de sus ARNm sobrepasando la competencia representada por 

los ARNm celulares.  
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El objetivo general de este trabajo fue caracteriza r los elementos 

involucrados en la traducción de los ARNm de TCRV, como modelo de los 

Mammarenavirus del Nuevo Mundo. En la primera parte , el trabajo se 

enfocó en la elucidación del rol de las secuencias no codificantes 5’ y 3’ 

de los ARNm virales en su traducción. La región 3’ no traducible, tanto en 

el ARNm de NP como en los restantes ARNm de arenavi rus, presenta una 

secuencia que permite predecir la formación de una estructura 

secundaria de tipo hairpin muy estable ( hairpin II, Figura R6). En el ARNm 

NP de TCRV, además, el análisis bioinformático pred ice un segundo 

hairpin conservado, mucho menos estable que el primero, ub icado en 

forma proximal al codón de terminación ( hairpin I, Figura R6). Los 

resultados indicaron que el transcripto 5´wt/3’ ∆H, que posee una deleción 

que elimina la totalidad del hairpin II, presenta una eficiencia de 

traducción reducida a niveles que corresponden a 35 % de los observados 

para el transcripto salvaje. Dado que la deleción n o representa una 

desventaja aparente en la estabilidad del mensajero , estos resultados 

sugirieron que la región 3’ no traducible de los AR Nm virales, y 

particularmente la secuencia hairpin II, podría ser esencial para la 

traducción (Figuras R4 y R5).   

El análisis de los efectos de una serie de mutacion es en la región 3’ no 

codificante reveló que, independientemente de su lo ngitud, la 

composición de bases y la estabilidad de las estruc turas secundarias 

predichas en la región parecen determinar la eficie ncia de traducción de 

los ARNm. Así, los ARNm cuya región 3’ no codifican te es potencialmente 

poco estructurada mediaron niveles de traducción ma yores a los 

dirigidos por ARNm con secuencias 3’UTR que se pleg arían en 

estructuras secundarias más estables (comparar 5’wt /∆H+19are, 5’wt/his y 

5’wt/3’HII_mut3 con 5’wt/3’UNS, 5’wt/ ∆H+19T y 5’wt/3’HII_mut1, Tabla R1, 

Figura R9 y Figura D1). En conjunto, los datos obte nidos con las 

mutantes por sustitución de la secuencia hairpin II sugieren que la 

estructura secundaria de la región y/o su contenido  en residuos G/C juega 

un papel modulador de la traducción.  
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Figura D1. Representación esquemática de la región 3’ no traducible del ARNm salvaje 
(5’wt/3’wt) y de los mutantes indicados. En cada es quema, se indica la posición del 
codón de terminación del ORF FLUC (stop), la secuen cia proximal (R_P), las estructuras 
hairpin I (H_I) y hairpin II (H_II) y la secuencia distal (R_D). La posición  correspondiente 
al sitio de corte para la enzima BsaAI se señala co n la flecha vertical. La línea rosa 
representa la secuencia mutada. FLUC%: valores prom edio de actividad FLUC 
(Resultados). 

 

Por otra parte, la modificación de la posición del hairpin II respecto 

al codón stop no tuvo efecto sobre la traducción (F igura R11). Esa 

observación concuerda con otros datos que indicaron  que la longitud de 

la secuencia 3’ UTR no es determinante en ese proce so. Por ejemplo, el 

transcripto 5’wt/3’RIG (Figura R4), cuya secuencia 3’ UTR tiene una 

longitud de 124 nts., exhibió una menor eficiencia de traducción, y el 

transcripto 5’wt/3’ ∆H+19T, con una región 3’ no traducible 20 nts. más 

corta, medió niveles 2,5 veces mayores respecto al ARNm salvaje (Tabla 

R1). Sin embargo, sería necesario analizar la efici encia de traducción de 

mutantes con deleciones menores a la que presenta e l ARNm 5’wt/3’ ∆H 

5’wt/3’UNS                     380
5’wt/3’poliA                  1400

stop5’ 3’

5’wt/3’HII_mut1             175

5’wt/3’HII_mut3               91

5’wt/3’HI_mut1                70

stop R_P R_DH_I5’ 3’

stop H_II R_D5’ 3’

stop R_P H_II R_D5’ 3’ 5’wt/3’HI_mut2                84

5’wt/3’wt                        100

5’wt/3’ ∆∆∆∆H                         35

5’wt/3’ ∆∆∆∆H+19T               250

5’wt/3’ ∆∆∆∆H+19are              69

stop R_P5’ 3’

stop R_P5’ 3’

stop R_P5’ 3’

stop R_P H_II R_DH_I5’ 3’

BsaAI
FLUC%

stop5’ 3’ 5’wt/3’his                        118
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para descartar la posibilidad de que exista una lon gitud crítica (mayor a 

23 y menor a 54 nt) del 3’UTR requerida para la tra ducción de los ARNm 

virales.  

En contraste con las observaciones precedentes, que  parecen 

indicar una función represora de la traducción para  el hairpin II, la 

sustitución de los 20 nts. proximales al codón stop  causó una reducción 

significativa en los niveles de detección del gen r eportero (Figura R11). 

Estos datos señalan el requerimiento de la secuenci a proximal en el 

proceso de traducción. Notablemente, la región 3’ n o codificante de los 

ARNm de NP y GPC contiene dos tramos de polipirimid inas, conservados 

en los Mammarenavirus del Nuevo Mundo, uno de los c uales se sitúa en 

la región proximal al codón stop (Figura D2). Este tipo de motivo es 

reconocido por la proteína de unión a tractos de po lipirimidina 

(PTB/PTBP1/hnRNPI), una proteína de unión a ARN que  regula varias 

etapas de la expresión génica (Kafasla et al., 2012 ; Keppetipola et al., 

2012; Ray et al., 2013; Sawicka et al., 2008). Aunq ue no se dispone de 

evidencia que demuestre la interacción de ésta u ot ra proteína celular con 

la región 3’ no codificante de los ARNm de arenavir us, es interesante 

notar que uno de esos motivos está afectado en el A RNm 5’wt/3’HI_mut1, 

cuya eficiencia de traducción es 30% menor a la del  ARNm salvaje (Figura 

R10). La estructura secundaria predicha en la regió n 3’ no traducible de 

este ARNm mutante es muy estable ( ∆G: -48 kcal/mol, Figura D2). Una 

estructura muy similar se predice en la secuencia 3 ’UTR del ARNm 

5’wt/3’HI_mut2. Este transcripto, que conserva el t ramo proximal de 

polipirimidinas pero porta la mutación de la secuen cia hairpin I, media 

niveles de traducción de FLUC superiores a los obse rvados para 

5’wt/3’HI_mut1 (Figura R10). Esta observación apoya ría la idea de que, 

más que la estructura secundaria, la influencia est aría dada por la 

secuencia de la región proximal, y que la secuencia  hairpin I no tendría un 

papel relevante en traducción. 
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Figura D2. Estructura secundaria predicha para la s ecuencia 3’UTR del ARNm salvaje 
(5’wt/3’wt) y del mutante 5’wt/3’HI_mut1, obtenida mediante el programa mfold 
(Materiales y métodos). Los tractos de polipirimidi nas se marcan en rojo. En el 
transcripto salvaje, se indica la posición de las e structuras hairpin I y hairpin II. 

 

 

El análisis de la contribución de la región 5’ no c odificante 

evidenció que los ARNm que portan una deleción parc ial, ya sea en la 

región proximal o distal al extremo 5’, median nive les de traducción del 

gen reportero que corresponden al 60-70% de los niv eles de traducción 

del ARNm salvaje. Estos datos podrían indicar que l a totalidad de la 

secuencia 5’UTR es requerida o que ambas regiones c ontribuyen al 

proceso de traducción. El hecho de que el ARNm 5’UN S/3’wt, cuya 

secuencia 5’UTR posee la misma longitud que la del transcripto salvaje, 

sea capaz de mediar niveles de traducción inferiore s a los mostrados por 

los mutantes de deleción parcial (Figura R15), indi caría que la eficiencia 

de traducción no depende de la longitud de la regió n. Por otra parte, la 

substitución de la región 5’ no traducible por la c orrespondiente región 

del ARNm de β_globina resultó en niveles de traducción menores a  los 

mediados por transcripto salvaje. Más aun, el ARNm que simula un 

HairpinI

HairpinII

5’wt/3’wt 5’wt/3’HI_mut1
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transcripto celular (ARNm 5’ β_glo/3’poliA) fue traducido en niveles 

relativos muy inferiores a los mediados por el ARN 5’wt/3’poliA (Tabla R1 

y Figura R15A). Estos datos sugieren fuertemente qu e la región 5’ no 

codificante de los ARNm de TCRV contienen elementos  de secuencia o 

estructura que estimulan la traducción. 

A pesar que la presencia de la estructura Cap en lo s ARNm de 

arenavirus sugiere un mecanismo de iniciación Cap-d ependiente, que 

implicaría la participación de eIF4E, reportes prev ios sugerían un 

mecanismo alternativo independiente del mencionado factor (Baird et al., 

2012; Linero et al., 2013). En estudios sobre TCRV en células infectadas, 

se ha demostrado la formación de complejos citoplas máticos de 

replicación, donde se localiza mayoritariamente la proteína NP y hay 

síntesis de ARN genómico viral de novo. Estos complejos se asocian a 

phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P) y a los fac tores eIF4E y eIF4G, 

entre otras proteínas celulares. Sin embargo, la pr esencia de ARNm 

virales en dichos complejos no ha podido ser demost rada (Baird et al., 

2012). Por otra parte, resultados obtenidos para el  virus Junín y TCRV han 

demostrado que la multiplicación viral no es afecta da por la depleción o 

inactivación del factor eIF4E. Estos estudios han m ostrado, además, que 

la proteína NP coinmunoprecipita con eIF4A y eIF4G pero no con eIF4E; y 

que cuando se incuban lisados de células infectadas  con complejos 

resina-Cap, NP es retenida junto con eIF4A y eIF4E.  Esos datos sugieren 

que NP podría interactuar, directa o indirectamente , con la estructura Cap 

(Linero et al., 2013). Por otra parte, una estructu ra cristalina de NP 

purificada de virus Lassa, obtenida en ausencia de ARN, predijo la 

presencia de un bolsillo de unión a Cap en el domin io amino-terminal (Qi 

et al., 2010). No obstante, los intentos de cocrist alizar NP con el análogo 

de Cap (m7GTP) fueron infructuosos (Hastie et al., 2011; Qi et al., 2010); y 

estudios realizados con LCMV demostraron que, contr ariamente a lo 

observado para TCRV, los complejos de replicación s e asocian tanto con 

eIF4A y eIF4G, como con eIF4E, pero ninguna de esas  proteínas 

coinmunoprecipita con NP, sugiriendo que NP no reem plazaría a eIF4E en 

la iniciación de la traducción de los ARNm virales (Knopp et al., 2015).  
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Un segundo objetivo de este trabajo fue entender cu ál es la 

participación de los factores celulares eIF4E y eIF 4G, así como la 

contribución de proteínas virales en la traducción.  Los experimentos 

presentados en el Capitulo I muestran que el nivel de actividad FLUC 

mediado por el transcripto 5´wt/3´wt salvaje fue 34 0 veces mayor que el 

determinado para el ARN 5´wt/3’wt desprovisto de Ca p, sugiriendo la 

dependencia de la estructura 5´Cap para la traducci ón de los ARNm de 

TCRV (Figura R4). Los resultados mostraron, además,  niveles de 

actividad FLUC determinados en ausencia de NP que f ueron comparables 

a los detectados en presencia de cantidades crecien tes de NP. Este 

hallazgo fue confirmado cuando se evaluó el efecto de NP sobre la 

traducción en el contexto de una infección autentic a con TCRV (Figura 

R16), indicando que la presencia de NP o de otras p roteínas virales no 

afecta la eficiencia de traducción del ARNm viral. 

Por otra parte, el análisis reveló que la coexpresi ón de la proteasa 

2A de enterovirus reduce los niveles de traducción de los ARNm 

sintéticos. Estos resultados concuerdan con resulta dos obtenidos por 

otros investigadores para el virus Junín (Linero et  al., 2013), e indican que 

la traducción de arenavirus es dependiente de eIF4G .  

La dependencia de la estructura Cap y del factor eI F4G podría 

implicar a su vez la participación de eIF4E y de al gún otro factor celular 

que permitiera la circularización de los transcript os mediante su unión a 

algún elemento en la región 3’ no traducible. Si bi en la participación (o no) 

de eIF4E no ha podido ser establecida aun, el hecho  de que el reemplazo 

de la secuencia 3’UTR del mensajero viral por una c ola de poliA cause 

una fuerte estimulación de la traducción (Tabla R1) , sugiere un 

mecanismo alternativo al utilizado por los ARNm pol iA+, que 

eventualmente involucraría la unión a factores celu lares diferentes a la 

PABP. En ese sentido, es interesante notar que en p resencia de la 

proteína 2APro, niveles comparables de inhibición ( 70%) fueron exhibidos 

tanto por el ARNm salvaje (5’wt/3’wt), como por los  mutantes que carecen 

del hairpin II (5’wt/3’ ∆H o 5’wt/3’ ∆H+19are) o para el ARNm 5’wt/3’poliA, 

que presenta la sustitución total de la región 3’ n o codificante por la cola 

de poliA (Figura R17). Estos resultados indican que  el hairpin II no tiene 
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influencia sobre la función de eIF4GI, lo que podrí a implicar que no 

interviene en una hipotética interacción entre la r egión 3’ no traducible de 

los transcriptos virales con el mencionado factor.   

La etapa de iniciación de la traducción es un paso critico limitante y 

el grado en que diversos ARNm dependen de los nivel es intracelulares de 

eIF4F ha sido asociado a la estructura secundaria d e sus 5’UTR (Walsh 

and Mohr, 2011). Varios ejemplos existen de virus q ue, a pesar de portar 

estructura Cap en el extremo 5’ de sus ARNm, utiliz an estrategias de 

traducción que exhiben una baja dependencia del fac tor eIF4E. Esos 

ejemplos incluyen virus influenza (Burgui et al., 2 007), y hantavirus (Mir 

and Panganiban, 2008). El virus del dengue (DENV) y  otros flavivirus 

contienen Cap en el extremo 5’ de sus genomas, los cuales son 

traducidos mediante un mecanismo dependiente de Cap . No obstante, se 

ha reportado que la traducción de DENV ocurre efici entemente bajo 

circunstancias en las que la traducción celular es suprimida a través de la 

depleción de eIF4E, proponiéndose un modelo de alte rnancia entre un 

mecanismo canónico y un mecanismo no canónico en co ndiciones de 

bajo nivel intracelular de eIF4E (Edgil and Harris,  2006). Tales condiciones 

involucrarían por ejemplo un escenario de respuesta  antiviral mediada 

por interferón (Gil et al., 1999), o de infección d e células mieloides o 

dendríticas (Grolleau et al., 1999; Krichevsky et a l., 1999), reconocidas 

como blanco primario de la infección tanto de DENV como de arenavirus. 

Asimismo, trabajos más recientes han informado que la ARN helicasa 

DDX3 interactúa con la secuencia 5’UTR del virus de  la inmunodeficiencia 

humana (HIV-1), así como con eIF4G y PABP promovien do la iniciación de 

la traducción del ARN genómico viral (Soto-Rifo et al., 2012). En ese 

proceso, el ARN genómico de HIV-1 parece localizars e en gránulos 

citoplasmáticos junto con DDX3, eIF4G y PABP, pero no con CBP20/80 o 

eIF4E (Soto-Rifo et al., 2013). Experimentos in vitro han revelado que 

DDX3 puede unirse a la estructura m7G-Cap independi entemente de 

eIF4E, por lo que los autores han concluido que DDX 3 sustituye a eIF4E 

para estimular la iniciación de la traducción del A RNm no procesado de 

HIV-1 en compartimientos especializados (Soto-Rifo et al., 2013). 
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En cuanto a los arenavirus, sería necesario contar con evidencias 

suplementarias a las disponibles actualmente para d escartar la 

posibilidad de que, bajo condiciones de baja dispon ibilidad de eIF4E, un 

mecanismo de traducción alternativo fuera utilizado  por estos virus. En 

ese escenario, NP eventualmente podría desempeñar u n rol en la 

traducción de los ARNm virales, que no ha podido se r evidenciado hasta 

el momento. Queda abierta la pregunta, de si la sec uencia hairpin II, 

aparentemente desventajosa en lo referente al proce so de traducción, 

juega un papel importante en un escenario de bajos niveles intracelulares 

de eIF4E. 

 

 

Desarrollo de un sistema para la generación de TCRV  infeccioso a partir 

de ADN copia. 

 

Los sistemas de genética reversa que permiten la ge neración de 

virus recombinantes han sido desarrollados para una  amplia variedad de 

virus, demostrando su utilidad en varios aspectos t anto básicos como 

aplicados. En particular, estos sistemas han permit ido abordar el análisis 

profundo de los determinantes de atenuación. En el caso de los 

arenavirus, trabajos recientes muestran que el reem plazo de la RIG en el 

segmento L por la del segmento S permite generar LC MV recombinante 

que resulta altamente atenuado in vivo y capaz de inducir la protección 

contra una descarga letal de virus salvaje. Estos r esultados llevaron a 

hipotetizar que el intercambio entre segmentos alte ra la eficiencia de 

traducción, por lo que los autores han propuesto qu e la manipulación de 

la eficiencia de traducción de los genes virales pu ede ser una herramienta 

para la generación de virus recombinantes con deter minantes de 

atenuación precisos (Cheng et al., 2015; Iwasaki et  al., 2015). 

En este trabajo de Tesis se generaron las herramien tas necesarias 

que permiten la obtención de TCRV infectivo (clon i nfeccioso) a partir de 

plásmidos recombinantes. Mediante la utilización de  construcciones con 

genes reporteros de proteínas fluorescentes, se est ablecieron las 

cantidades y proporciones óptimas de los plásmidos a transfectar, 
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orientadas a obtener el máximo rendimiento de TCRV recombinante 

infeccioso. Los resultados demostraron que el siste ma desarrollado en 

este trabajo de Tesis dirige la generación de TCRV recombinante. Esta es 

una herramienta fundamental que abre la posibilidad  de realizar futuros 

estudios sobre las señales involucradas en el proce so de traducción en el 

contexto de una infección viral auténtica. Dado que  no toda modificación 

resulta en la disminución en el nivel de expresión de los genes virales, 

como lo demuestran los datos obtenidos con algunos de los transcriptos 

sintéticos (Capítulo I), el análisis detallado de l a función de las secuencias 

no codificantes puede contribuir a evitar posibles consecuencias 

inesperadas sobre la atenuación de virus recombinan tes.  
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