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Abreviaturas 

AAMΦ: macrófagos alternativamente activados (M2) 

aas: aminoácidos 

ABAC: Asociación Banco Argentino de Células 

BSA: seroalbúmina bovina (del inglés bovine serum albumin) 

CAMΦ: macrófagos clásicamente activados (M1) 

CAR: receptor de Coxsackie y Adenovirus 

cel: células 

cDNA: DNA complementario 

CMD: cardiomiopatía dilatada 

cpe: efecto citopático (del inglés cytopathic effect) 

CRD: dominio de reconocimiento de carbohidratos (del inglés carbohydrate recognition 

domain) 

Cre: elemento de replicación en cis (del inglés cis-acting replication element) 

CV: Virus Coxsackie 

CVA: virus Coxsackie A 

CVB: virus Coxsackie B 

CVB3: virus Coxsackie B serotipo 3 

CVB6: virus Coxsackie B serotipo 6 

DAF: factor acelerador de decaimiento (del inglés, decay accelerating factor) 

DAMPs: patrones moleculares asoaciados al peligro (del inglés danger associated molecular 

patterns) 

DCs: células dendríticas (del inglés dendritic cells) 

DNA: ácido desoxirribonucleico 

EB: cuerpos embrionarios (del inglés embryonic body) 

EMCV: virus de la encefalomiocarditis (del inglés encephalomyocarditis virus) 

Gal-3: galectina 3 

HE: hematoxilina eosina 

hESC: células madre embrionarias humanas (del inglés human embrionic stem cells) 

hESC-CM: cardiomiocitos derivados de las hESC 
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Hs: horas 

IF: inmunofluorescencia 

IFN: interferón 

IFN-I: interferón de tipo uno 

IFN-Iβ: interferón β 

IHQ: inmunohistoquímica 

iNOS: óxido nítrico sintasa inducible (del inglés, inducible nitric oxide synthase) 

IP: intraperitoneal 

IRES: sitio interno de entrada del ribosoma (del inglés, internal ribosome entry site) 

IRF3: factor transcripcional de regulación a interferón 3 (del inglés, interferón regulatory 

transcription factor 3) 

ISGs: genes estimulados por IFN (del inglés, interferon stimulated genes). 

KO: knock out 

LipClod: liposomas con clodronato 

LPS: lipopolisacárido 

MEC: matriz extracelular 

MEF: fibroblastos  embrionarios  murinos (del inglés murine embrionic fibroblasts) 

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, major histocompatibility complex) 

min: minutos 

MMP-9: metaloproteasa de matriz 9 (del inglés, matrix metalloproteinase 9) 

MOI: multiplicidad de infección (del inglés multiplicity of infection) 

mRNA: RNA mensajero 

MV: miocarditis viral 

NCR: región no codificante (del inglés, non coding region) 

NO: óxido nítrico (del inglés nitric oxide) 

Células NK: células natural killer 

ON: toda la noche (del inglés over night) 

PABP: proteína celular de unión a poli(A) (del inglés poly(A) binding protein) 

PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés pathogen-associated 

molecular patterns)  

PBS: buffer fosfato salino (del inglés phosphate buffer saline) 

PBST: PBS Tween 0,1% (v/v) 
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PCBP: proteína celular que une polirC (del inglés polyrC binding protein) 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PFU: unidades formadoras de placa (del inglés, plaque forming units) 

pi: post infección 

PMA: Phorbol-12-myristate-13-acetate 

PPRs: receptores asociados a reconocimiento de patrones (del inglés pattern recognition 

receptors) 

qPCR: PCR cuantitativa (en tiempo real) 

RNA: ácido ribonucleico 

rpm: revoluciones por minuto 

RT: transcripción reversa (del inglés, reverse transcription) 

SCR: secuencias cortas de repeticiones consenso (del inglés short consensus repeats) 

seg: segundos 

SNC: sistema nervioso central 

TA: temperatura ambiente 

TGF-β: factor de crecimiento de tejidos β (del inglés, tissue growth factor β) 

TIMPs: inhibidor de metaloproteasas de matriz (del inglés tissue inhibitors of 

metalloproteinases) 

TLRs: receptores tipo Toll (del inglés Toll like receptors) 

VPg: proteína viral unida al genoma (del inglés, viral protein genome linked) 

VRCs: complejos de replicación viral (del inglés viral replication complexes) 

WB: western blot 
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A. Introducción 

1. Introducción general 

Virus coxsackie 

Los virus coxsackie (CV) pertenecen al género Enterovirus, familia Picornaviridae (Stanway et 

al. 2005). El género Enterovirus comprende a un gran número de virus de distribución mundial 

que utilizan el tracto entérico como sitio primario de replicación, y por lo tanto, se transmiten 

por la vía fecal-oral. La mayoría de las infecciones por enterovirus son subclínicas, pero en 

ocasiones provocan graves enfermedades, principalmente en niños e inmunocomprometidos. 

Los Enterovirus son la causa más común de meningitis aséptica, la infección más frecuente del 

sistema nervioso central (SNC). En general, los enterovirus se asocian a enfermedades agudas 

pero también se han asociado a enfermedades crónicas, entre las que se pueden incluir a la 

dermatomiositis, poliomiositis, cardiomiopatía dilatada (CMD) y la diabetes mellitus [revisado 

en (Pallansch et al. 2001)].  

Los primeros aislamientos de CV fueron realizados en 1948 en dos personas que sufrían 

parálisis en la ciudad de Coxsackie, en el estado de Nueva York (Dalldorf et al. 1948). Esos 

aislamientos no fueron neutralizados con suero anti poliovirus y fueron la primera evidencia de 

la existencia de otros enterovirus humanos. Los CV son altamente patogénicos al ser 

inyectados en ratones recién nacidos (Gifford et al. 1951) y acorde al fenotipo que exhiben se 

han clasificado en tipos A y B ya sea porque producen inflamación y necrosis difusa en músculo 

esquelético (CVA) o miositis focalizada y lesiones necróticas en el encéfalo, páncreas, grasa 

parda y miocardio (CVB). A su vez, los CVB incluyen los serotipos del 1 al 6 (Pallansch et al. 

2001). Con excepción de CVB6, todos los serotipos de CVB se han asociado a enfermedades 

similares (Pallansch et al. 2001). Actualmente, los CV se hallan incluidos dentro de dos 

diferentes especies, los enterovirus humanos A y B, dentro de los cuales se hallan los CVA y B, 

respectivamente (Mahy 2007).  

En 1958, se descubrieron CVB causantes de miocarditis epidémica en niños recién nacidos en 

Sudáfrica (Gear et al. 1958), demostrando que estos virus tenían una distribución mundial. 

Hasta el presente, no existe un tratamiento específico para las infecciones con CVB (Brunetti et 

al. 2008) y solo puede realizarse cierta prevención con medidas de higiene básicas, ya que 

estos virus son altamente contagiosos. 
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Genoma y estructura de CVB 

Como otros enterovirus, los CVB poseen un genoma de RNA simple hebra de polaridad positiva 

de aproximadamente 7500 nucleótidos con una proteína unida al genoma (VPg) en el extremo 

5’ y una cola poli(A) en el extremo 3’ (Mahy 2007). El genoma se divide en tres regiones: P1, P2 

y P3. La región P1 codifica para proteínas de la cápside o estructurales, mientras que P2 y P3 

codifican para proteínas no estructurales. Solo la RNA polimerasa RNA dependiente RdRp (de 

las siglas en inglés RNA dependent RNA polymerase) (3D), y VPg (3B) que actuaría de primer, se 

han podido asociar directamente al proceso de replicación; sin embargo, para que la 

replicación ocurra exitosamente, todas las proteínas no estructurales de P2 y P3 deben estar 

presentes tanto en su formas precursoras como en su forma madura (Sean et al. 2008) (Figura 

1). 

 

Para superar la limitación de un genoma monocistrónico en la producción de una gran 

variedad de productos proteicos los CVB, al igual que otros picornavirus, utilizan la actividad 

 

Figura 1. Genoma viral, poliproteína y procesamiento. 

El genoma de CVB es de unos 7500 nucleótidos de longitud y se divide en tres regiones: P1, P2 y P3. 

P1 codifica para todas las proteínas estructurales. La traducción del RNA produce una poliproteína 

que es clivada por dos actividades proteasas codificadas dentro de la misma, 2A y 3C. 
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proteolítica de dos cisteína proteasas codificadas por el virus, 2A (Toyoda et al. 1986) y 3C 

(Hanecak et al. 1982), para clivar la poliproteína, resultando en la liberación de las proteínas 

virales (Lawson et al. 1990). La compleja cascada de eventos proteolíticos llevados a cabo por 

las proteasas virales permite regular la expresión de otros productos génicos virales. La 

proteasa 2A media el clivaje del precursor de P1 (1ABCD, Figura 1) de la poliproteína naciente 

de forma intramolecular (en cis). A continuación, la proteasa 3C cliva el precursor de la 

proteína de la cápside VP1 del precursor P1 (Figura 1) (Nicklin et al. 1988). El clivaje de VP0 a 

VP4 y VP2 es dependiente de la presencia del RNA viral y sólo ocurre en los virus maduros. 

Los CVB son virus no envueltos con una cápside de 30 nm de diámetro que rodea el RNA. La 

cápside posee simetría icosaédrica, y está formada por 60 copias de cada una de las cuatro 

proteínas virales, VP1 a VP4. VP1, VP2 y VP3 se pliegan en 8 estructuras β antiparalelas 

formando la superficie externa del virus, mientras que VP4 se ubica en el interior de la cápside 

(Figura 2). Las mayores diferencias entre las estructuras de distintos picornavirus se 

encuentran en las regiones más y menos expuestas a la superficie de los viriones, que definen 

los principales sitios antigénicos y los sitios de unión a receptores, respectivamente (Hendry et 

al. 1999). 
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El ciclo de replicación de los CVB se puede dividir en los siguientes pasos: a) unión a receptor, 

b) internalización, c) traducción y transcripción del RNA viral, d) ensamblado de partículas 

virales y e) lisis celular y liberación de las partículas virales (Pallansch et al. 2001). Los 

receptores celulares son determinantes importantes de la susceptibilidad a la infección y del 

rango de especies del huésped (Fields 2001).  

 

Figura 2. Esquema del virión de CVB.  

Las partículas no envueltas están compuestas de cuatro proteínas virales que forman una cápside 

de simetría icosaédrica que rodea el RNA. Las proteínas VP1, VP2 y VP3 se pliegan en 8 estructuras β 

antiparalelas formando la superficie externa del virus, mientras que VP4 se ubica en el interior de la 

cápside. 
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Figura 3. Célula polarizada y tipos de uniones. 

DAF se ubica en la membrana apical de las células 

polarizadas mientras que CAR lo hace a nivel de las 

uniones estrechas. 

Receptores de CVB 

Para la infección por CVB, se encuentran descriptos dos receptores: CAR (del inglés, coxsackie 

adenovirus receptor) (Bergelson et al. 1997) y DAF (del inglés, decay accelerating factor) o CD-

55 (Bergelson et al. 1995; Shafren et al. 1995).  

CAR es una proteína de membrana, de 46 

kDa que se halla ampliamente distribuida 

en diversos tejidos asociada a las uniones 

estrechas. Se ha demostrado que CAR 

colocaliza con proteínas de las uniones 

estrechas, como ocludina y ZO-1  

(Raschperger et al. 2006), siendo esta 

última inmunoprecipitada junto a CAR 

(Cohen et al. 2001; Freimuth et al. 2008) 

(Figura 3). En el corazón CAR se detecta 

principalmente a nivel de los discos 

intercalares (Selinka et al. 2004) y aunque 

no está bien definida su función celular, 

podría tener un rol de señalización en la 

célula cardíaca (Lim et al. 2008). En lo que 

respecta a su función como receptor viral, esta proteína es utilizada por varios adenovirus y 

por todos los CVB (Freimuth et al. 2008). 

El mRNA de CAR codifica para 365 aminoácidos (aas) constituidos por una pequeña secuencia 

líder de 19 aas, un ectodominio de 216 aas, un dominio transmembrana de 23 aas, y 

dependiendo del splicing alternativo, una cola citoplasmática de 107 o 94 aas (Figura 4A). Por 

lo tanto, se han identificado al menos dos proteínas CAR que difieren en el extremo carboxilo  

y se las refiere como mCAR1 y mCAR2 para el ratón o hCAR1 y hCAR2 para el humano 

(Freimuth et al. 2008). El análisis de secuencia de CAR predijo que esta proteína es un miembro 

de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig), con dos dominios extracelulares del tipo Ig 

localizados en la mitad amino terminal de la proteína, una hélice simple que atraviesa la 

membrana y una cola citoplasmática carboxilo terminal  (Bergelson et al. 1997; Freimuth et al. 

2007) (Figura 4A). 
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El otro receptor es DAF, una proteína reguladora del Complemento anclada a membrana por 

glicofosfatidilinositol (Figura 4B). Se trata de una glicoproteína de 70 kDa con cuatro dominios 

cortos de repeticiones consenso o SCR (del inglés short consensus repeats), típicos de las 

proteínas regulatorias del Complemento (Bergelson et al. 1995). Se localiza en la superficie de 

la mayoría de las células a fin de protegerlas de la activación inespecífica tanto de la vía clásica 

como de la alternativa del Complemento (Miwa et al. 2007) (Figura 3). Esta molécula es usada 

como co-receptor por algunas variantes de CVB (Shafren et al. 1995) y también por los 

Echovirus (Racaniello 2001) aunque difiere en el modo de unirse al receptor (Hafenstein et al. 

2007). Si bien se ha encontrado alta homología en la secuencia y función de CAR humano y 

murino, en el caso de DAF parece ser distinto ya que no presentan alta homología en la 

secuencia y se ha descripto que aquellos virus que presentan afinidad por DAF humano no lo 

hacen por el homologo Daf-1 murino (Spiller et al. 2000).  

 

Ingreso viral 

Los 6 serotipos de CVB se unen a CAR para ingresar a las células e infectarlas, mientras que 

algunos CVB también se unen a DAF; sin embargo esta interacción por sí sola no es suficiente 

para la internalización del virus. El mecanismo de internalización del virus dentro de las células 

blanco depende del tipo celular (Coyne et al. 2006; Patel et al. 2009).  

   

Figura 4. Receptores.  
A) Receptor de Coxsackie y Adenovirus - CAR. B) Co-receptor DAF 

   A      B   
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Como los CVB ingresan por el tubo digestivo, deben cruzar la mucosa intestinal para iniciar una 

infección productiva. En las células polarizadas del epitelio intestinal, CAR se haya inmovilizado 

a nivel de las uniones estrechas (Cohen et al. 2001) (Figura 3), por lo que el mecanismo de 

ingreso requiere la interacción con el co-receptor DAF, formando clusters que pueden ser 

detectados a los 10 min posinfección (pi). Esta interacción activa una cascada de señalización 

del tipo tirosina quinasa que permite la translocación del cluster CVB-DAF a las uniones 

estrechas. Estos clusters de DAF pueden ser inducidos por al agregado de un anticuerpo, y sea 

cual fuere el motivo del clustering, este complejo se traslada a las uniones estrechas con 

participación de los lipid rafts, donde colocaliza con CAR y ZO-1. La interacción del virus con 

CAR conduce a la internalización viral mediada por vesículas formadas por caveolina-1. Una vez 

que el virus ha ingresado a la célula comienza el desnudamiento o uncoating que resulta en la 

liberación del virus al citoplasma (Figura 5) (Coyne et al. 2006).  

 

 

Figura 5. Ingreso viral en células polarizadas.  

A) El virus interactúa con DAF formando clusters; B) los clúster de DAF-virus se translocan por 

acción de los lipid rafts a las uniones estrechas donde se ubica CAR; C) el complejo DAF-virus 

interactúa con CAR; D) la interacción con CAR conduce al ingreso del virus a por vesículas de 

caveolina-1, permitiendo el uncoating viral. 
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En el caso del ingreso a células no polarizadas, como las células HeLa, se encontró que todos 

los CVB (independientemente de si son o no capaces de unir DAF) utilizan un mecanismo 

mediado por dinamina y lipid rafts, ingresando a las células unidos a CAR (Patel et al. 2009) 

(Figura 6).  

 

Sin importar cual sea el mecanismo de ingreso, la interacción del virus con CAR conduce a la 

formación de las partículas A, un estadio del virus incapaz de iniciar una nueva infección viral. 

Las partículas A contienen el RNA viral pero han perdido la proteína de la cápside VP4. A su 

vez, el extremo N terminal de VP1, que normalmente se ubica en el interior de la cápside, se 

expone en la superficie de la partícula A (Fricks et al. 1990). Debido a que esta secuencia es 

hidrofóbica, las partículas A tienen una afinidad aumentada a las membranas comparadas con 

la partícula viral nativa y permitirían la interacción con la membrana celular y la formación de 

un poro a través del cual se liberaría el RNA viral (Pallansch et al. 2001). 

Ciclo de infección 

La traducción del RNA viral se realiza por un mecanismo independiente del 5’CAP característico 

de los mRNAs eucariotas y que es reconocido por el complejo de iniciación eIF4F (Jang et al. 

1988; Pelletier et al. 1988). Los picornavirus poseen una secuencia 5’NCR (del inglés non 

coding region) compuesta por una extensa estructura secundaria y múltiples codones de 

 

Figura 6. Ingreso viral en células no polarizadas.  

En el caso de células no polarizadas, no es necesaria la interacción con DAF, ya que el virus 

interacciona directamente con CAR e ingresa a la célula unido a él. 



Patogénesis molecular en la infección experimental por virus Coxsackie B3 

 
 

I-9 
 

iniciación, que permite la entrada al ribosoma y la traducción independiente de eIF4F (Sean et 

al. 2008). Más aún, la proteasa viral 2A cliva el factor eIF4G, que forma parte del complejo 

eIF4F, inhibiendo la traducción dependiente del 5’CAP e impidiendo la traducción del mRNA 

celular (Duncan et al. 1983; Krausslich et al. 1987). También se ha visto que VPg es clivada 

luego del ingreso del RNA viral y previo a su traducción. Este cambio en la traducción proteica 

ocurre en las primeras 2 hs de la infección; sin embargo, en tiempos posteriores como 5 hs pi 

la traducción de proteínas virales también es inhibida (Bonderoff et al. 2008). 

La traducción procede en dirección 5’ a 3’, mientras que la replicación de la hebra negativa 

ocurre en dirección 3’ a 5’, siendo imposible que ambos procesos ocurran simultáneamente. 

Más aún, la traducción domina sobre la replicación ya que la interacción con el ribosoma evita 

que la RpRd avance (Bonderoff et al. 2008). Por lo tanto, la traducción viral deberá detenerse 

antes de que comience la replicación del RNA viral. La replicación del RNA de los CVB ocurre 

rápidamente, comenzando aproximadamente 2,5 hs después de la infección. Los mecanismos 

de replicación del RNA de los enterovirus, están altamente conservados.   

Estos procesos requieren dos pasos de amplificación del RNA: (i) síntesis completa de la hebra 

negativa [RNA (-)] complementaria a partir del RNA parental genómico y (ii) síntesis de la hebra 

positiva del RNA [RNA (+)] usando el intermediario de RNA (-) como molde, que luego puede 

ser utilizado para la traducción independiente del 5’CAP o para ser empaquetada en viriones 

para las infecciones subsecuentes. A su vez, esta hebra hija puede ser utilizada en rondas 

adicionales de síntesis de la hebra negativa. La replicación correcta requiere de todas las 

proteínas virales en sus formas maduras y precursoras, así como de las estructuras secundarias 

en el RNA (Sean et al. 2008) (Figura 7).  

Para la replicación , las proteínas virales reclutan el RNA (+), lo que requiere del ensamblaje de 

complejos de replicación viral o VRCs (del inglés viral replication complexes) (Bolten et al. 

1998). Cada VRC produce primero una hebra de RNA (-) complementaria usando el RNA (+) 

original como molde. El RNA (-) es luego utilizado por la RdRp para sintetizar nuevas moléculas 

de RNA (+) que atraviesan nuevas rondas de traducción y replicación para formar nuevas 

partículas virales (Nagy et al. 2012). Se ha demostrado que la proteína 3AB de poliovirus 

interacciona tanto con las vesículas membranosas como con las proteínas virales involucradas 

en la replicación del RNA, por lo que 3AB podría ser potencialmente responsable de reclutar el 

complejo de replicación a la superficie de las vesículas membranosas (Semler et al. 1982; 
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Towner et al. 1996; Hope et al. 1997). Un rol potencial de 3AB en el reclutamiento del 

complejo de replicación podría involucrar a 3CD ya que se ha visto que 3CD interactúa tanto 

con 3AB como con ambos extremos de la hebra positiva del RNA de poliovirus (Harris et al. 

1994; Xiang et al. 1998). La proteína 2C también interactúa con las vesículas membranosas y la 

hebra negativa del RNA de poliovirus, por lo que 2C podría actuar como una proteína de 

anclaje del RNA en la superficie de las vesículas membranosas (Echeverri et al. 1995; Banerjee 

et al. 1997).  

 

El requerimiento de un primer en la iniciación de la síntesis de ácidos nucléicos varía entre las 

diferentes clases de polimerasas. La RpRd es una RNA polimerasa primer dependiente incapaz 

de copiar RNA in vitro en ausencia de un primer oligo(U). El RNA de los poliovirus, tanto la 

hebra positiva como la negativa recién sintetizadas están unidas covalentemente en su 

extremo 5’ a la proteína VPg de 22 aas, sugiriendo que VPg podría funcionar como un primer 

para la síntesis de RNA. Esta hipótesis fue confirmada por el descubrimiento en células 

infectadas de una forma uridilizada de esta proteína: VPg-pUpU. VPg puede ser uridilizada in 

vitro por RpRd pudiendo luego servir de primer para la síntesis de RNA poliadenilado. El molde 

 

Figura 7. Replicación del genoma viral. 

La replicación del genoma viral requiere la finalización de la síntesis de todas las proteínas virales. 

Luego, el RNA (+) asociado a vesículas se replica sintetizando la copia (-), que luego servirá de molde 

para más hebras (+). 
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para la uridilacion de VPg es un bucle de RNA, denominado elemento de replicación en cis o 

cre (del inglés cis-acting replication element). VPg-pUpU serviría también de primer en células 

no infectadas (Flint et al. 2000).  

Las proteínas virales involucradas en la replicación pueden unirse selectivamente al RNA viral; 

sin embargo, hay también varias proteínas celulares involucradas en este proceso. Entre ellas, 

la proteína celular PCBP (del inglés, polyC binding protein) ocupa un rol central al reclutar el 

RNA viral. PCBP es una proteína de unión a RNA involucrada en la estabilización del mRNA y en 

la regulación de la transcripción y traducción, y es capaz de unirse a la estructura tipo trébol o 

IRES (del inglés, internal ribosome entry site) ubicado en el extremo 5’ del RNA viral. 3CD cliva a 

PCBP haciéndole perder uno de sus tres sitios de unión al RNA. Los dos sitios remanentes 

permiten que se una junto a la proteína viral VPg a distintos bucles (loops) de la estructura de 

trébol que acerca el extremo 5’ al 3’, permitiendo el priming por VPg (Flint et al. 2000; Nagy et 

al. 2012) (Figura 8). Este acercamiento requiere también de la interacción de PCBP con la 

proteína celular de unión a poli(A), PABP (del inglés polyA binding protein).  

 

Un mecanismo posible para la producción de unidades estructurales es el ensamblaje mientras 

las proteínas están unidas covalentemente a un precursor poliprotéico. Este mecanismo 

supera la necesidad de que las subunidades proteicas individuales se encuentren por difusión 

 

Figura 8. Mecanismo de replicación. 

La proteína PABP se une al extremo 3’ del RNA viral a partir de la interacción con la cola poli(A), 

mientras que PCBP interactúa con un loop de la estructura de trébol en el extremo 5’. De esta 

forma, se produce un acercamiento en los extremos del RNA viral que permite el priming por VPg 

para la síntesis de la hebra (-) por RpRd o 3Dpol. 
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al azar, y evita la competencia por interacciones no específicas. Para el caso de los enterovirus, 

la poliproteína contiene las cuatro proteínas que forman la unidad estructural heteromérica 

(Figura 2). Estas proteínas son sintetizadas como parte de un único precursor poliprotéico. Las 

uniones covalentes flexibles entre VP1, VP3 y VP0, en el precursor P1 permiten la formación de 

la unidad estructural 5S y luego, estos enlaces son clivados por la proteasa viral 3CD. Sin 

embargo, VP4 se mantiene unida a VP2 en VP0 hasta que el ensamblaje está completo 

(Basavappa et al. 1994; Paloheimo et al. 2011; Nagy et al. 2012) (Figura 9A). La unidad 

estructural 5S es el precursor del pentámero 14S, que es luego incorporado en las partículas 

virales. El pentámero es estabilizado por extensos contactos proteína-proteína y por 

interacciones mediadas por cadenas lipídicas presentes en los 5 extremos de VP0. Esta 

estructura es altamente estable, haciendo de la formación del pentámero un paso irreversible 

(Flint et al. 2000). Finalmente, la incorporación del RNA viral dentro de la cápside y el posterior 

clivaje de VP0 en VP4 y VP2 da origen a los viriones infecciosos 150S (Figura 9B) (Basavappa et 

al. 1994; Paloheimo et al. 2011). 
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El desenlace más usual en células permisivas de la replicación viral es la muerte y destrucción 

celular. En las infecciones naturales, las defensas del huésped son una causa importante de la 

destrucción de la célula infectada. Sin embargo, las infecciones de estos virus destruyen las 

células de una manera más directa: estos virus son citopáticos para células en cultivo. El 

mecanismo por el cual la replicación de virus no envueltos conduce a la muerte y lisis celular se 

asocia a la degradación de componentes estructurales de la célula huésped (Flint et al. 2000). 

 
 

 

Figura 9. Formación de los viriones. 
A) Plegamiento y formación de la subunidad 5S. B) Formación de los viriones infectivos a partir de la 
unidad 5S. 

        A 

 

 

 

 

B   
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2. Enfermedades y patologías asociadas 

Como ya se ha mencionado, la mayoría de las veces los CVB causan infecciones subclínicas. Sin 

embargo, los CVB son conocidos desde hace más de 50 años como agentes causantes de 

diversas enfermedades humanas (Dalldorf 1955). De estas, varias se consideran clínicamente 

leves como la meningitis aséptica, pero otras, como la miocarditis y pancreatitis pueden ser 

enfermedades de mayor gravedad. Existe también una relación etiológica putativa entre CVB y 

la diabetes humana tipo 1 (T1D), que recientemente ha encontrado apoyo en evidencia 

experimental de modelos murinos (Tracy et al. 2008). 

3. Miocarditis y cardiomiopatía dilatada 

La miocarditis puede tener diversas causas, sobresaliendo las infecciosas y las autoinmunes. 

Entre las primeras, en nuestro país se asocia a infección por Trypanosoma cruzi (enfermedad 

de Chagas) y a diversas infecciones virales, principalmente por los CVB (Perrone et al. 2003). La 

miocarditis es una inflamación del miocardio, generalmente autolimitada. Sin embargo, a 

veces, la inflamación persiste produciéndose una miocarditis crónica que, a su vez, puede 

conducir a la CMD, entidad caracterizada por un corazón dilatado donde puede no observarse 

inflamación, pero sí insuficiencia cardíaca y una significativa remodelación de la matriz 

extracelular (MEC) (Kawai 1999; Saffitz 1999; Perrone et al. 2003; Pauschinger et al. 2004). La 

CMD tiene una gran prevalencia ya que ocurre en dos de cada cien personas y, aunque con 

mayor frecuencia es idiopática o de causa desconocida, puede asociarse a enfermedades o 

circunstancias previas incluyendo alteraciones metabólicas, toxicológicas, nutricionales, y 

autoinmunes, embarazo, consumo de alcohol o miocarditis (Follath 1999). La CMD es la 

principal razón de trasplante cardíaco en EEUU y Europa (Manolio et al. 1992). 

Los CVB pueden causar miocarditis viral (MV) (Pallansch et al. 2001). La MV puede presentarse 

clínicamente como una disfunción aguda de miocardio de diversa severidad que puede 

evolucionar a CMD, en especial en su estadio crónico  (Feldman et al. 2000; Yajima et al. 2009). 

Sugerida inicialmente en base a datos serológicos, la conexión entre MV y CMD ha sido difícil 

de establecer ya que con la excepción de algunos casos pediátricos, ha sido imposible detectar 

virus infectivo en muestras de tejido cardíaco de necropsias o biopsias. Sin embargo, con los 

procedimientos moleculares actuales, se han podido detectar RNA virales en muestras de 

tejido cardíaco de pacientes con MV o CMD (Feldman et al. 2000; Ellis et al. 2007). 

Actualmente, se acepta que los virus pueden infectar el corazón y que CVB es uno de los virus 
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más frecuentes (Feldman et al. 2000). No existe todavía un tratamiento específico para la MV 

(Feldman et al. 2000). 

La CMD parecería ocurrir como resultado de una MV aguda o crónica (Noren et al. 1977; 

Woodruff 1980; O'Connell 1987; Chow et al. 1992; Dec et al. 1994). En el caso agudo sería por 

perdida directa de miocitos y en la crónica tanto por la persistencia del virus (Chow et al. 1992; 

Yajima 2011) como por fenómenos autoinmunes que ocurrirían luego de la exposición al virus 

(Huber 1997). Los principales virus que han sido asociados etiológicamente a MV y CMD son 

los enterovirus y, en menor medida, los adenovirus humanos. Distintos estudios han 

demostrado la persistencia del RNA enteroviral en el miocardio de pacientes con miocarditis  

(Bowles et al. 1986; Kandolf et al. 1987; Bowles et al. 1989; Kandolf et al. 1991). Entre los 

enterovirus, el más frecuentemente asociado a estas patologías es CVB, particularmente el 

serotipo CVB3 (Grist et al. 1993). 

La comprensión de la patogénesis de MV/CMD es escasa (Bowles et al. 1998; Maisch et al. 

2005). Gran parte del conocimiento actual se basa en el estudio de modelos experimentales 

como el de MV murina inducida por inoculación intraperitoneal de CVB3, que produce una MV 

aguda que puede progresar a CMD en ciertas cepas de ratones susceptibles (Rose et al. 1996; 

Fairweather et al. 2007). La infección murina por CVB se caracteriza por una replicación viral 

temprana en páncreas que se correlaciona con la viremia, seguida de replicación y necrosis 

focal de cardiomiocitos con infiltración linfomonocitaria (Gomez et al. 1991; Tracy et al. 2000) 

y posterior remodelación de la MEC (Gomez et al. 1992). El modelo murino de MV inducida por 

CVB comparte muchos parámetros biológicos de la enfermedad cardíaca aguda y crónica 

humana y muestra que las alteraciones patológicas resultan tanto de efectos virales directos 

(ej. lisis celular) así como también de reacciones del huésped (ej. respuesta inmune) en los 

tejidos cardíacos (Gauntt et al. 2003). Más tardíamente, un evento estructural fundamental en 

la progresión del fallo cardíaco es la remodelación de la MEC, que incluye cambios 

significativos en el radio de los colágenos tipo I/III (Pauschinger et al. 1999). Los fibroblastos 

desempeñan un papel esencial tanto en la síntesis como en la remodelación de la MEC 

cardíaca, particularmente luego de su diferenciación en miofibroblastos activos (Lijnen et al. 

2000; Petrov et al. 2002). En este sentido, es interesante destacar que CVB3 puede replicar en 

fibroblastos cardíacos sin inducir lisis y en forma persistente pero modificando la síntesis de 

algunas citoquinas (Heim et al. 2000). Por otra parte, en cepas de ratones que desarrollan MV 

crónica, se observó persistencia del RNA viral en las células infectadas aún sin la producción de 
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virus infeccioso (Klingel et al. 1992). Esta persistencia podría desencadenar una respuesta 

inmune que contribuiría a la enfermedad (Kandolf et al. 1999; Calabrese et al. 2003), ya que 

tanto la respuesta humoral como celular están asociadas con la progresión de la MV hacia la 

CMD (Furukawa et al. 2001).  

4. Etapas de la infección 

Etapas de la infección viral 

La patogénesis viral es un proceso en el cual los virus producen enfermedad en el huésped. 

Mucho del conocimiento existente al momento se basa en el estudio de modelos animales de 

infecciones humanas. La virulencia de un virus es su capacidad, al compararlo con otros virus 

relacionados, de causar enfermedad en el huésped. Si la infección produce muerte en el 

huésped, la virulencia se suele medir en DL50. La virulencia de CVB depende de una amplia 

variedad de factores virales y del huésped, como la cantidad de virus o su vía de ingreso, y la 

edad del huésped, el sexo, el estado inmunológico y la especie (Tracy et al. 2008). 

Los CVB, como otros enterovirus, generalmente ingresan al cuerpo por la ruta oral e infectan 

células de la mucosa orofaringea y el tejido linfoide (amígdalas) donde replican y se distribuyen 

en el tracto digestivo. Debido a su estabilidad a pH ácidos, estos virus pueden atravesar el 

intestino y establecer infecciones en la mucosa intestinal y en el tejido linfoide, desde donde 

es eliminado en las heces. A continuación, ocurre una viremia “menor” con invasión 

subsiguiente del sistema retículo endotelial. En la fase virémica primaria, el virus también 

ingresa al torrente sanguíneo a bajos niveles, lo que puede ocasionar una viremia “mayor” que 

permitiría al virus alcanzar el tejido cardíaco. Más del 95% de los individuos infectados con 

enterovirus controlan la infección con anterioridad a la viremia “mayor” desarrollando una 

infección asintomática, aún cuando la eliminación del virus por materia fecal persista por 

semanas (Pallansch et al. 2001). Los tejidos que serán infectados dependerán de la expresión 

de los receptores virales adecuados (Racaniello 2006) (Figura 10). 
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Etapas de la miocarditis viral por CVB 

La evolución de la miocarditis viral murina puede ser dividida en tres fases: una fase virémica 

aguda, una fase subaguda de infiltración y un estadio crónico (Esfandiarei et al. 2008; Corsten 

et al. 2012). 

La etapa aguda comienza con la unión del virus a los receptores en la superficie de los 

cardiocitos y otras células blanco y su internalización. Tanto el daño proteolítico directo por el 

virus y el reconocimiento de motivos virales a través de receptores de la inmunidad innata 

como los receptores tipo Toll (TLRs, del inglés Toll like receptors), contribuyen a un aumento en 

la expresión de citoquinas proinflamatorias y antivirales (IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α e interferones 

tipo I y II). Estas citoquinas son producidas por células cardíacas residentes, incluyendo 

miocitos, fibroblastos, células endoteliales y células dendríticas o DCs (del inglés dendritic cells) 

(Fuse et al. 2005) (Figura 11). Los interferones de tipo I (IFN-α e IFN-β) son especialmente 

importantes en la respuesta antiviral temprana y cumplen varias funciones en las células 

infectadas. En conjunto, esta señalización de citoquinas activa los macrófagos residentes y 

aumenta la expresión de moléculas de adhesión endoteliales, así como quimoquinas y sus 

 

Figura 10. Etapas de la infección. 

El virus ingresa a través de la vía oral y replica en la mucosa orofaringea y amígdalas. A continuación 

ingresa a través del intestino, replicando en las células intestinales. Desde ahí puede ser liberado a la 

sangre desde donde puede infectar otros órganos. 
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receptores, que conducen al reclutamiento de células de la inmunidad innata (Papageorgiou et 

al. 2012) como DCs, células NK y macrófagos (Yajima 2011). 

La etapa subaguda se caracteriza por la migración de células inmunes al miocardio, 

predominantemente linfocitos T antígeno específicos (Yajima 2011). La eliminación del virus 

comienza con el reconocimiento y la eliminación de células infectadas a partir de la 

presentación de antígenos virales reconocidos por células T CD8+ citotóxicas. Se cree que este 

proceso se ve favorecido por la generación de anticuerpos neutralizantes por células B 

activadas (Mena et al. 1999). En esta etapa hay una elevada pérdida de cardiomiocitos, sea a 

través de la acción viral o del sistema inmune. La producción y liberación de citoquinas 

proinflamatorias en esta etapa se mantiene elevada (Esfandiarei et al. 2008) (Figura 11). A 

pesar de que estas respuestas inmunes son esenciales para la eliminación del virus, las 

reacciones inmunes exacerbadas a través de los linfocitos T citotóxicos o la generación de 

autoinmunidad contra proteínas cardíacas pueden finalmente dañar a los cardiomiocitos 

remanentes. 

Finalmente, en la fase crónica la infección viral activa ha sido eliminada en su totalidad, el 

mecanismo inflamatorio está controlado y comienza el proceso de reparación del miocardio. 

Citoquinas antiinflamatorias como TGF-β e IL-10 secretadas por células T regulatorias y 

macrófagos  promueven la resolución de la respuesta inmune y el reemplazo del tejido muerto 

por cicatrices fibróticas (Papageorgiou et al. 2012). Esto incluye la restauración de las 

estructuras de la MEC que permiten normalizar la función ventricular. Sin embargo, en algunos 

casos el RNA y las proteínas virales pueden persistir en el corazón. Esto puede ser asociado a 

una inflamación crónica del tejido que conduce a una fibrosis extensa y disfunción ventricular, 

que podría eventualmente evolucionar en CMD (Westermann et al. 2010) (Figura 11). Un 

trabajo de Klingel y col., demuestra la persistencia de CVB3 en células B y macrófagos hasta los 

42 dpi (Klingel et al. 1996), lo que indicaría que estás células tendrían un rol importante en la 

persistencia del RNA viral y la inflamación crónica. 
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5. Replicación de CVB en células especializadas 

Cardiomiocitos  

Se han publicado relativamente pocos estudios sobre la replicación de CVB en cardiomiocitos 

humanos. Sin embargo, se sabe que el virus replica en cardiomiocitos y que si bien usualmente 

generaría necrosis en los mismos, en ciertas circunstancias, su genoma persistiría en ausencia 

de virus infeccioso y de lisis celular (Kawai 1999; Saffitz 1999). Aunque se observaron 

resultados similares en el modelo murino (Klingel et al. 1992), se desconoce cuál es el 

mecanismo implicado en ambos casos. La utilización de cultivos de células cardiacas para el 

estudio de la interacción CVB-célula cardíaca en ausencia de la respuesta inmune, entre otros 

factores contaminantes presentes en el animal, data de poco más de 20 años. En 1985, Kandolf 

 

Figura 11. Etapas de la miocarditis viral. 

En la fase aguda el virus ingresa al corazón. La replicación viral causa la muerte celular de 

cardiocitos, entre ellos cardiomiocitos. Se produce la liberación de citoquinas proinflamatorias e IFN 

tipo I. En la fase subaguda se produce una elevada infiltración de células inmunes, entre las que se 

incluyen linfocitos, macrófagos y células NK. Continúa la muerte celular por la infección junto con la 

muerte celular causada por la respuesta inmune. En la fase crónica el virus generalmente es 

eliminado del tejido, cuando esto no ocurre, se produce inflamación crónica. Se realiza la reparación 

del tejido dañado, reemplazando las células muertas por tejido fibrótico. 
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y col., demostraron por primera vez que el virus CVB3 podía replicar en células cardiacas 

fetales humanas cultivadas (Kandolf et al. 1985). Posteriormente, fue demostrado que dos 

CVB3 con distintas propiedades patogénicas inducían lisis en forma similar cuando infectaban 

cardiomiocitos murinos en cultivo (Gomez et al. 1993). 

Fibroblastos cardíacos 

Los fibroblastos cardíacos tienen un papel esencial en la arquitectura y remodelación de la 

MEC cardiaca. Se ha publicado que CVB3 puede replicar en fibroblastos cardíacos humanos en 

forma persistente sin producir efecto citopático (Kandolf et al. 1985), pero alterando la 

expresión de ciertas moléculas que podrían tener un papel en la patogénesis de MV/CMD 

(Heim et al. 2000). Sin embargo, se desconoce si la infección de fibroblastos cardíacos por CVB 

modifica la síntesis y expresión de las moléculas de la MEC y si existen diferencias en este 

sentido teniendo en cuenta el fenotipo viral. 

Macrófagos 

En modelos murinos de infección por CVB, se ha demostrado que los macrófagos son 

componentes importantes de la defensa del huésped en la vía de ingreso, limitando la 

distribución del virus a los órganos blanco. También se ha demostrado que son muy 

importantes para la eliminación del virus de los tejidos infectados (Mogensen 1979).  

Las infecciones por CVB3 son causantes de MV aguda y crónica caracterizadas por un 

importante infiltrado mononuclear de leucocitos y la necrosis de cardiomiocitos. Debido a que 

la experiencia clínica y experimental sugiere que el daño cardíaco podría resultar de 

mecanismos inmunológicos además de los virales, se ha buscado caracterizar la interacción de 

CVB3 con las células del sistema inmune. Se ha podido comprobar la infección de monocitos 

por CVB3 por inmunofluorescencia y titulación viral. La infección viral no redujo la viabilidad de 

los monocitos, sino que por el contrario, aumentó su adherencia. En forma dosis dependiente, 

CVB3 estimuló la liberación de citoquinas de los monocitos. Mientras que la elevada 

producción de TNF-α, IL-1β e IL-6 fue dependiente de la exposición a CVB3, la liberación de IFN 

I también fue inducida por el virus inactivado por UV. Los sobrenadantes de los monocitos 

infectados por CVB3 presentaron una actividad citotóxica contra células cardíacas, lo que 

sugiere que la liberación de citoquinas inducida por CVB3 de parte de los monocitos podría 

participar en el daño de órganos inducido por el virus, como en la miocarditis (Henke et al. 

1992). 
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Al tomar los virus y digerir las partículas virales, los macrófagos pueden demorar o evitar la 

distribución de la infección a células susceptibles. Sin embargo, si el virus es capaz de replicar 

dentro de estas células sin lisarlas, la infección puede continuar y permitir  el acceso del virus a 

los tejidos y el daño tisular. Dentro de este contexto, surge de vital importancia la necesidad 

de caracterizar la relación de los macrófagos con CVB (Mogensen 1979).  

En trabajos previos se ha podido observar un aumento en la mortalidad de animales 

deplecionados de macrófagos con sílica e infectados con CVB3, sin embargo, aún no se ha 

estudiado los títulos virales en los diferentes tejidos o la asociación del título viral con la 

patología asociada (Rager-Zisman et al. 1973).  

6. Respuesta inmune, inflamación, daño celular y fibrosis 

Inmunidad innata 

Cuando los virus infectan células, se inician mecanismos defensivos intrínsecos casi 

inmediatamente, incluidos aquellos del sistema inmune innato, que provee citoquinas para 

frenar la infección viral, y modular la respuesta inmune adaptativa para evitar que la infección 

prosiga sin control (Janeway et al. 2002). El sistema inmune innato es activado cuando los 

productos virales son detectados por sensores celulares que activan la producción de IFN-I con 

función antiviral. La detección es llevada a cabo por receptores unidos a membrana del tipo 

TLR (del inglés, toll-like receptor), o por sensores citoplasmáticos como los receptores tipo RIG-

1 o MDA-5 (Yoneyama et al. 2004; Kato et al. 2005; Yoneyama et al. 2007). Por ejemplo,  TLR3 

reconoce RNA doble hebra, así como el análogo sintético poly I:C (Akira et al. 2006). La 

señalización por TLR3 activa el factor de transcripción factor regulador de interferón 3 o IRF3 

(del inglés, interferon regulatory factor 3) y la molécula adaptadora de la vía NF-κB, TRIF 

(Hoebe et al. 2003; Yamamoto et al. 2003). La señalización por TRIF conduce a la fosforilación 

de IRF3 y el IRF3 activado trasloca al núcleo e induce la expresión IFN-Iβ (Uematsu et al. 2007). 

A pesar de estos mecanismos de defensa innatos, las infecciones virales aún se producen 

debido a que los virus codifican en sus genomas proteínas que antagonizan esta y muchas 

otras medidas de defensa del huésped. Como ejemplos se pueden nombrar la degradación de 

RIG-1 y MDA-5 en células infectadas por diversos enterovirus (Barral et al. 2007; Barral et al. 

2009) y para el caso particular de CVB3, la degradación de MAVS (otra molécula adaptadora) y 

TRIF por la proteasa 3C (Mukherjee et al. 2011) (Figura 12). 



Patogénesis molecular en la infección experimental por virus Coxsackie B3 

 
 

I-22 
 

 

 IFN-I 

El IFN-I comprende, en realidad, a un grupo de citoquinas que en el humano incluye 13 

subtipos de IFNα, un subtipo de IFN-Iβ y otros menos caracterizados (Gough et al. 2012). El 

IFN-I fue originalmente descripto como un factor secretado por células expuestas a virus que 

tornaban a otras células resistentes a la infección viral [revisado en (Borrow et al. 2010)]. Hoy 

se acepta que el IFN-I induce la expresión de cientos de genes como parte de un elaborado 

programa antimicrobiano para combatir infecciones en todas las células nucleadas, proceso 

denominado inmunidad autónoma celular (Macmicking 2012). A partir de hallazgos recientes 

 

Figura 12. Cascada de señalización de la inmunidad innata contra virus a RNA. 

La inmunidad innata detecta virus a RNA sean simple o doble hebra. La cascada de señalización 

activada conduce a la expresión de citoquinas inflamatorias e IFN-I. La proteasa viral 3C cliva dos 

moléculas adaptadoras de esta vía, disminuyendo los niveles de IFN-Iβ. 
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se han comenzado a asignar propiedades funcionales a nuevas proteínas efectoras del IFN-I, 

que no solo restringen virus sino también bacterias y protozoos en diferentes compartimientos 

subcelulares y en diferentes estadios del ciclo vital del patógeno (Brass et al. 2009; Kumar et al. 

2010; Schoggins et al. 2011). El IFN-I media estas actividades a través de un receptor 

heterodimérico (IFNAR), que se expresa en la superficie de la mayoría de las células y gatilla 

una cascada de señales intracelulares que resultan en la expresión de múltiples genes 

estimulados por IFN o ISGs (del inglés, interferon stimulated genes). 

En relación a su rol en la MV, la administración de IFN-Iβ reduce las lesiones en miocardio 

cuando es administrado en la fase aguda de la miocarditis inducida por CVB3 (Lutton et al. 

1985). Por el contrario, la inhibición de IFN-Iβ disminuye la enfermedad cuando se realiza en 

un estadio más tardío, sugiriendo que los efectos favorables del IFN-I son dependientes del 

tiempo (Lutton et al. 1985). En animales knock out (KO) del gen de IFN-Iβ (Deonarain et al. 

2004) o del receptor de IFN-I (Wessely et al. 2001) se observó una disminución en la 

supervivencia. Llamativamente, a pesar de que los KOs también presentaron mayor daño 

cardíaco, los niveles virales cardíacos no se ven alterados a pesar de una elevada replicación en 

hígado, que podría ser la causa de la elevada mortalidad. En trabajos previos se observó que 

los niveles de IFN-Iβ en ratones C57BL/6 justificaban su menor susceptibilidad a la infección 

por CVB3 al compararlos con ratones de la cepa A.BY/SnJ (Jakel et al. 2009). 

Células de la respuesta inmune innata 

La respuesta inmune innata provee una respuesta rápida no específica al daño tisular y las 

infecciones. Reconoce patrones moleculares asociados a patógenos o PAMPs (del inglés 

pathogen associated molecular patterns) sea por proteínas circulantes del Complemento, que 

neutralizan patógenos extracelulares, o por TLRs celulares, llevando a la activación de cascadas 

de señalización. Las células no inmunes o las células de la inmunidad innata (incluyendo 

monocitos-macrófagos, DCs o células NK) interactúan entre ellas a través de una amplia 

variedad de citoquinas, incluyendo IFN tipo I y II. Muchos de estos aspectos han sido 

manipulados experimentalmente con una amplia variedad de efectos protectivos o dañinos en 

el contexto de la miocarditis viral (Corsten et al. 2012).  

Las proteínas del Complemento, como efectores inmediatos de la defensa innata 

antimicrobiana, parecen tener efectos protectores en el corazón, ya que ratones deficientes en 

receptores de las mismas muestran un aumento en el daño cardíaco y la infiltración de 
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macrófagos durante la infección por CVB3 (Fairweather et al. 2006). Las células NK son 

también importantes para la protección del corazón al eliminar selectivamente las células 

infectadas y la depleción de las mismas antes de la infección por CVB3 conduce a un aumento 

en los títulos virales en el corazón, junto con una agravada degeneración de miocitos (Godeny 

et al. 1986). Por el contrario, la depleción de varias células de la inmunidad innata por 

administración de anticuerpos contra Mac-1 (expresado en monocitos, macrófagos y células 

NK) reduce tanto los niveles virales como la inflamación cardíaca luego de la infección por 

EMCV (Hirasawa et al. 1996), indicando que las células del sistema inmune distintas de las NK 

no serían tan beneficiales para el huésped. Los macrófagos, que representan las células más 

abundantes en lesiones inflamatorias durante la fase aguda (Klingel et al. 1992) podrían ser 

responsables de este efecto. Es importante destacar que el óxido nítrico o NO (del inglés, nitric 

oxide), el cual es secretado en grandes cantidades por macrófagos y neutrófilos, participa en la 

patogénesis de la MV ya que el bloqueo genético o farmacológico del mismo resulta en títulos 

virales aumentados y una enfermedad agravada (Lowenstein et al. 1996; Zaragoza et al. 1998). 

Macrófagos en la respuesta inmune 

Los macrófagos tienen un rol crucial en la respuesta inmune innata y adaptativa a patógenos, y 

son mediadores críticos de los procesos inflamatorios. Durante la infección, los procesos 

inflamatorios son cruciales para la eliminación de patógenos. Sin embargo, la inflamación 

también se asocia a procesos deletéreos en el ambiente tisular, y por lo tanto debe ser 

reprimida para permitir una cicatrización completa. Los macrófagos, también participan en la 

resolución de la inflamación al producir citoquinas y quimioquinas anti-inflamatorias (Tabla 1) 

y eliminando los restos celulares. Los macrófagos por lo tanto, pueden exhibir propiedades pro 

y antiinflamatorias, dependiente el estadio de la enfermedad y las señales recibidas, como por 

ejemplo el balance inflamatorio en el microambiente (Laskin et al. 2011). 

Desde la introducción del concepto de macrófagos alternativamente activados en 1992 (Stein 

et al. 1992), los macrófagos han sido clasificados en dos grupos, macrófagos tipo I, 

clásicamente activados o CAMΦ (del inglés, classically activated macrophages), que son 

efectores proinflamatorios, y los macrófagos tipo II, alternativamente activados o AAMΦ (del 

inglés, alternative activated macrophages) que exhiben propiedades antiinflamatorias.  

Los macrófagos constituyen una población muy diversa en relación a su función y fenotipo. 

Tradicionalmente, se aceptaba que el IFN-γ derivado de respuestas Th1 era el principal 
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activador de respuestas de macrófagos inducidas por células T, conduciendo a un aumento en 

los niveles de diversas moléculas, incluyendo MHC clase II, iNOS, e IL-12, para la destrucción de 

microorganismos (Adams et al. 1984). En contraste a la activación por IFN-γ, las citoquinas, IL-4 

e IL-13, asociadas a respuestas Th2, inducen la expresión de otras moléculas como Arginasa, 

YM1, o el receptor de manosa. Los AAMΦ contrastan con los CAMΦ, no sólo en el fenotipo 

sino también en la función (Cihakova et al. 2008) (Figura 13) (Tabla 1) ya que catalizan la 

reparación de la MEC dañada, un proceso que ocurre en las fases finales de la inflamación 

(Classen et al. 2009).  

 

 

Figura 13. Vías de activación de macrófagos. 

Los macrófagos CAMΦ presentan un fenotipo proinflamatorio con el objetivo de eliminar los 

patógenos del organismo, conduciendo como consecuencia al daño tisular. Los AAMΦ, tienen un 

fenotipo antiinflamatorio, controlando la respuesta inflamatoria y mediando la reparación del tejido 

dañado. 
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Los AAMΦ expresan un repertorio molecular que conduce a la tolerancia y a la resolución de la 

inflamación, y presentan una elevada capacidad fagocítica (Stein et al. 1992). Estas células 

pueden ser observadas durante la fase de recuperación de la inflamación aguda (Topoll et al. 

1989), en enfermedades inflamatorias crónicas como la artritis reumatoide (Szekanecz et al. 

1994), psoriasis (Djemadji-Oudjiel et al. 1996), y en cicatrización de heridas (Goerdt et al. 

1993). Los AAMΦ se encuentran abundantemente en la placenta humana (Mues et al. 1989), 

donde contribuyen a la protección del feto, y en el pulmón (Van den Heuvel et al. 1999), donde 

evitan reacciones inflamatorias no deseadas a microorganismos no patogénicos. Se ha 

sugerido que los AAMΦ participarían en las tres fases de la cicatrización: la disminución de la 

inflamación, la angiogénesis y la eliminación de restos de tejido y cuerpos apoptóticos (Fadok 

et al. 1998; Goerdt et al. 1999). 

En el tejido inflamado, no se sabe si los AAMΦ que aparecen durante la fase de recuperación  

(Goerdt et al. 1999) se originan de nuevos monocitos reclutados o surgen de un cambio en el 

estado de activación de macrófagos previamente proinflamatorios. De hecho, una plasticidad 

en la activación permitiría el involucramiento, en la fase de recuperación, de las mismas 

células que participaron en la inflamación, con una ventaja obvia de la eficiencia y velocidad de 

recuperación (Porcheray et al. 2005).  

Tabla 1. Vías de activación de macrófagos y citoquinas asociadas. 

Activación Citoquinas Función 

 Clásica 
Fenotipo Th1 
Promueven la 
inflamación, la 
destrucción de ECM y la 
apoptosis 
  

IFN-γ Señal de activación a través de IFNγR  

IL-8 Factor quimiotáctico 

TNF-α Actividad pro-apoptótica 

iNOS Efector citotóxico 

MMP-1, -2, -9 and -12 
Enzimas proteolíticas que degradan colágenos, 

elastina, fibronectina y otros componentes de la 
ECM. 

Alternativa  
Fenotipo Th2 
Promueven la 
generación de ECM, la 
proliferación celular y 
la angiogénesis 
 

MDC/CCL22 

Citoquinas anti inflamatorias 

PARC/CCL18 

TARC/CCL17 

IL-1ra 

IL-10 

TGF-β 
Promueve la generación de ECM al activar 

fibroblastos a producir componentes de ECM 

Arginasa I 
Produce prolina y poliaminas que promueven la 

generación de ECM y la proliferación celular 
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Recientemente fue demostrado que los macrófagos, que producen abundantes citoquinas 

proinflamatorias, contribuyen significativamente a la inflamación cardíaca y el daño durante la 

miocarditis en ratones BALB/c, justificando la susceptibilidad aumentada en machos (con 

mayor proporción de CAMΦs en corazón) comparado con las hembras (Li et al. 2009). 

La depleción de macrófagos mediada por liposomas se basa en la introducción y acumulación 

de moléculas pequeñas y altamente hidrofílicas en macrófagos con ayuda de liposomas. El 

diclorometileno bifosfonato disódico (clodronato) es una molécula muy hidrofílica de carga 

negativa que puede ser disuelta en agua a altas concentraciones. Como consecuencia, puede 

ser encapsulada en liposomas con alta eficacia. Una vez encapsulado, no puede escapar 

fácilmente del liposoma, al ser incapaz de cruzar la bicapa lipídica. Luego de la administración 

de estos liposomas in vivo, estos son fagocitados por los macrófagos. La fusión con lisosomas 

conducirá a la digestión del liposoma por las enzimas lisosomales, liberando el clodronato 

dentro de la célula. A medida que los macrófagos ingieran más liposomas, irá aumentando la 

concentración de clodronato dentro de la célula, hasta que conducirá a la muerte del 

macrófago por apoptosis (Van Rooijen et al. 1994; van Rooijen et al. 1997; van Rooijen et al. 

2010) (Figura 14). 
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Fibroblastos y fibrosis 

En el corazón de los mamíferos, la función cardíaca es regulada por la interacción dinámica 

coordinada entre dos tipos celulares principales, los cardiomiocitos y los fibroblastos cardíacos, 

que en conjunto representan el 90% de las células presentes en el miocardio. Los fibroblastos, 

que representan un 60-70% del total de las células en el corazón humano, son la fuente 

principal de componentes de la MEC que regula la estructura del corazón, y en consecuencia, 

las diversas señales mecánicas y químicas entre los componentes celulares y no celulares. Los 

cardiomiocitos, a pesar de ser menos numerosos, ocupan mucho más volumen en el corazón y 

son las células contráctiles que proveen la fuerza mecánica. A su vez, los fibroblastos son 

críticos no solo para la función normal del miocardio, sino también en la remodelación que 

 

Figura 14. Mecanismo de depleción.  

A) Esquema de liposomas con clodronato; B) mecanismo de depleción: I) Los macrófagos fagocitan 

los liposomas con clodronato, II) y III) las vesículas formadas se fusionan con lisosomas; IV) la fusión 

con lisosomas conduce a la liberación del clodronato en el interior de los macrófagos; V) el 

clodronato liberado conduce a la muerte celular. 

                    A 
 
 
 
 
B 
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ocurra en respuesta a cambios patológicos, como la hipertensión, el infarto de miocardio o la 

falla cardíaca (Fowler et al. 2006; Porter et al. 2009).  

Mucho de los efectos funcionales de los fibroblastos están mediados a través de su 

diferenciación a miofibroblastos, células que expresan proteínas contráctiles, incluyendo alfa 

actina de músculo liso o α-SMA (del inglés, smooth muscle actin), y presentan propiedades 

migratorias, proliferativas y secretorias aumentadas. Asimismo, los miofibroblastos responden 

a citoquinas proinflamatorias (incluyendo TNF-α, IL-6), TGF-β, péptidos vasoactivos y 

hormonas (Porter et al. 2009). 

La fibrosis cardíaca, que se caracteriza por el depósito en exceso principalmente de colágeno 

tipo I, comienza a observarse en ratones susceptibles infectados con CVB3 a partir del día 12-

15 pi (Lang et al. 2008). Los fibroblastos tendrían un rol muy importante en la formación de 

MEC durante esta patología, ya que la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos 

conduce a que estas células aumenten la síntesis de proteínas de la MEC, entre las que figuran 

Colágeno I y α-SMA. 

Los miofibroblastos y TGF-β son probablemente elementos claves en el desarrollo de la fibrosis 

cardíaca. Los miofibroblastos normalmente pueden observarse a nivel pericárdico, 

perivascular, y endomiocárdico, en los lugares de infarto de miocardio, y en la fibrosis cardiaca 

inducida en animales mediante la infusión de angiotensina II o aldosterona (Petrov et al. 2002). 

Se ha observado un aumento en la concentración de TGF-β en los sitios de fibrosis cardíaca y 

una disminución de la fibrosis en ratones deficientes de TGF-β o durante el tratamiento de 

ratas con anticuerpos contra TGF-β. Estos datos, junto con el hecho de que TGF-β estimula la 

producción de colágeno en fibroblastos cardíacos en cultivo sugieren que TGF-β y los 

miofibroblastos pueden implicarse en el recambio de colágeno tisular sin importar el sitio o la 

naturaleza del daño dentro del corazón (Petrov et al. 2002). 

Daño cardíaco 

La compleja patofisiología de la miocarditis viral involucra tanto un daño y disfunción directo, 

mediado por el virus, e indirecto, mediado por la respuesta inmune. La respuesta inmune es 

esencial para la eliminación del virus y la recuperación de la homeostasis tisular. Sin embargo, 

durante este proceso, el sistema inmune contribuye a la inflamación cardíaca, la necrosis y la 

disfunción ventricular, directamente a través de la eliminación de células cardíacas inflamadas, 
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así como indirectamente a través de la acción de citoquinas proinflamatorias en la función de 

los cardiomiocitos (Westermann et al. 2010). 

Galectina 3 

Diversos mecanismos celulares y moleculares están involucrados en la respuesta inmune 

innata. Entre estos mecanismos se incluye la identificación de un amplio repertorio de 

receptores asociados a reconocimiento de patrones o PRRs (del inglés pattern recognition 

receptors), que son capaces de discriminar entre PAMPs y patrones moleculares asociados al 

peligro o DAMPs (del inglés danger associated molecular patterns) que ayudan a iniciar las 

respuestas inmunes (Trinchieri et al. 2007). Estos diversos receptores comprenden un amplio 

rango de PRRs de señalización, como los TLRs, y PRRs endógenos, que promueven la unión, 

fagocitosis y destrucción de organismos.  

Dentro de este escenario complejo, las galectinas han surgido como lectinas solubles capaces 

de identificar hidratos de carbono presentes en microorganismos y tumores. Las galectinas son 

proteínas de unión a glúcidos con múltiples roles en las respuestas inmunes innata y 

adaptativa. Se han identificado al menos 15 galectinas en mamíferos, la mayoría de amplia 

distribución tisular (Rabinovich et al. 2007). Dentro del sistema inmune, las galectinas se 

expresan en casi todas las células inmunes, sea de forma constitutiva o regulada en 

macrófagos inflamatorios, DCs, mastocitos, células NK y células T regulatorias (McChesney et 

al. 1987; Hiraoka et al. 1996; Koopman et al. 2003). Las galectinas comparten al menos un sitio 

de reconocimiento de carbohidratos conservado o CRD (del inglés, carbohydrate recognition 

domain) de unos 130 aas que media la unión a carbohidratos. Una clasificación tradicional 

basada en similitudes estructurales incluye: galectinas prototipo (galectina-1, 2, 5, 7, 10, 11, 

13, 14 y 15) que tienen un CRD y se encuentran en forma de monómeros o dímeros; galectinas 

del tipo repetición en tándem (galectina-4, 6, 8, 9 y 12) que incluyen dos CRDs separados por 

una unión de hasta 70 aas; y el tipo quimera (galectina 3 o Gal-3) que contiene un CRD 

conectado a una región N terminal no lectina (Cerliani et al. 2011). 

A pesar de que las galectinas no contienen una señal de secreción clásica, algunas galectinas se 

encuentran en el compartimiento extracelular y son liberadas a través de vías poco comunes 

que necesitan de la actividad de unión a carbohidratos intacta. Una vez externalizadas, las 

galectinas pueden unirse a múltiples patrones de glicosilación diversos en patógenos o células 

y activar la respuesta inmune innata (Cerliani et al. 2011). Dada la habilidad de Gal-3 de 
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asociarse con macrófagos (Dong et al. 1997), la interacción de Gal-3 con diferentes patógenos 

podría no solo facilitar la activación de la respuesta inmune sino también mediar el 

reconocimiento por células fagocíticas y la eliminación.  

La Gal-3 es una lectina animal de 30 kDa que une β-galactosidos (Ho et al. 1982) altamente 

expresada y secretada por macrófagos (Sato et al. 1994; Liu et al. 1995). Su expresión aumenta 

cuando los monocitos se diferencian a macrófagos (Liu et al. 1995) y disminuye cuando los 

macrófagos se diferencian a DCs (Dietz et al. 2000). Más aún, se ha podido observar que Gal-3 

es un potente mitógeno de fibroblastos in vitro (Moutsatsos et al. 1987; Inohara et al. 1998; 

Sasaki et al. 1999) y trabajos previos han demostrado que esta proteína regula la activación de 

fibroblastos a miofibroblastos in vivo en modelos de fibrosis hepática y renal (Henderson et al. 

2006; Henderson et al. 2008). Gal-3 consiste en un CRD de tipo galectina C-terminal, un 

pequeño dominio N-terminal, y un dominio repetido en el medio rico en prolina, glicina y 

tirosina (Figura 15). Gal-3 se une a laminina, IgE, y algunos otros ligandos a través de su CRD. El 

N terminal y los dominios repetidos de Gal-3 le confieren su habilidad de agregarse y 

entrecruzar ligandos (Mey et al. 1996). Recientemente se ha descrito la capacidad de Gal-3 de 

unir dos tipos de lipopolisacáridos (LPS) a través de sitios de interacción diferentes en los 

extremos N y C terminal (Mey et al. 1996). 

 

La amplia expresión de galectinas por macrófagos junto con su localización en ambientes 

inflamatorios sugieren que estas proteínas jugarían un rol en modular el funcionamiento de los 

macrófagos. Por ejemplo, la exposición de macrófagos a Gal-1 induce un fenotipo de AAMΦ 

con un aumento en la expresión de Arginasa y una disminución en los niveles de IL-12  (Correa 

et al. 2003) y aumenta los niveles de IL-10 en macrófagos infectados por parásitos (Zuniga et 

al. 2001). Por el otro lado, Gal-3 juega un rol multifacético en relación con los macrófagos (Liu 

et al. 1995), viéndose aumentada tanto en CAMΦ (Novak et al. 2011) como en AAMΦ 

(MacKinnon et al. 2008). De hecho, Gal-3 actúa como quimioatractante para macrófagos (Sano 

 

Figura 15. Dominios de Galectina-3. 

El dominio N terminal es de 20 aas, el dominio R es un elemento repetitivo 
rico en Prolina, Glicina y Tirosina, mientras que C representa el dominio C 
terminal. 
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et al. 2000) e induce la producción de especies reactivas de oxígeno por macrófagos y 

monocitos (Liu et al. 1995; Greenwald et al. 2009). Por lo tanto, las galectinas pueden afectar 

las funciones antimicrobianas, proinflamatorias o regulatorias de los macrófagos en la 

conjunción entre las respuestas inmunes innata y adaptativa (Cerliani et al. 2011). 
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B. Objetivo general  

Estudiar los mecanismos  patogénicos  moleculares  en  tipos  celulares  claves  en  la infección 

experimental por CVB3. 

Objetivos específicos e hipótesis de trabajo 

1. Estudiar la expresión de los receptores celulares y su correlación 

con la susceptibilidad a la infección por virus Coxsackie B (CVB) en 

células cardíacas murinas y humanas y en ratones de distintas cepas 

Acorde a trabajos previos (Kandolf et al. 1985; Gomez et al. 1993), los cardiomiocitos murinos 

y humanos son susceptibles a la infección por CVB. Partiendo de la hipótesis que la 

susceptibilidad a la infección correlaciona con la expresión del o los receptores virales, se 

propone estudiar en modelos in vitro de cardiomiocitos humanos derivados de células 

embrionarias madres totipotenciales (hESC-C) y en cardiomiocitos murinos recién nacidos y 

adultos, la infección con CVB a nivel de la replicación viral, y la sobrevida celular y su 

correlación con los niveles de expresión del receptor viral CAR y DAF, en el caso humano.  

Asimismo se buscará determinar si existen cambios en los niveles de CAR entre distintas cepas 

de ratones y la asociación de estos eventuales cambios con la susceptibilidad a la infección 

viral. Para ello se procederá a inocular ratones de distintas cepas con CVB3 para determinar en 

los mismos los niveles de replicación viral en corazón; el grado de injuria tisular y los niveles 

tisulares de CAR. 

Estos estudios podrán determinar la susceptibilidad de hESC-C a la infección por CVB3, la 

correlación con la expresión de los receptores y las eventuales diferencias en el sistema 

murino donde DAF no es utilizado y clarificar el rol de la expresión de CAR en la miocarditis y si 

aquellas cepas de ratones que expresan más o menos CAR son más o menos susceptibles a la 

replicación viral y a la subsecuente enfermedad. 
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2. Estudiar la infección de macrófagos por CVB 

Considerando como hipótesis de trabajo que los macrófagos juegan un rol esencial en la 

miocarditis y sus secuelas, se intentará caracterizar la infección de CVB3 en macrófagos 

teniendo en cuenta los niveles de replicación viral, el estado de activación y/o diferenciación 

celular y el efecto en la síntesis de moléculas con eventual rol en la patogénesis de la infección 

por CVB3. 

3. Estudiar el rol de macrófagos en la miocarditis viral y la fibrosis 

Partiendo de la hipótesis ya mencionada, se analizará el rol de los macrófagos en la replicación 

de CVB3 in vivo y su estado de activación en los distintos estadios de la infección viral. 

Asimismo se buscará correlacionar la activación de macrófagos, la expresión de Gal-3 y la 

activación de fibroblastos con la fibrosis cardíaca y las consecuencias por la depleción de 

macrófagos. 
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Materiales y métodos 

Materiales, reactivos, soluciones 

Bacterias 

Para la amplificación de los plásmidos se utilizó la cepa de Escherichia coli DH5α™, que posee 

el siguiente genotipo: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (rk-, 

mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 tonA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

Líneas celulares 

La línea celular HeLa fue obtenida de la Asociación Banco Argentino de Células (ABAC). Las 

células Vero fueron obtenidas del Servicio Cultivo de Tejidos INEI/ANLIS "Carlos G. Malbrán". 

Las células de macrófagos murinos J774.1 fueron provistas por el Dr. Martin Rumbo, LISIN, 

Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.  

Medios de cultivo 

Para el crecimiento de bacterias se utilizó medio LB líquido o sólido. Este medio se preparó con 

Triptona 10 gr/lt, extracto de levadura 5 gr/lt y NaCl 10 gr/l. Para la preparación de LB sólido, 

se agregó además 15 gr/lt de Agar-Agar. 

Para el cultivo de células eucariotas se utilizó el medio DMEM. Para la titulación por placa se 

utilizó el medio DMEM 2X. Todos fueron realizados a partir del medio comercial MEM 

(Invitrogen). Para el medio DMEM se utilizaron 9,61 gr/lt de MEM (Gibco), 2,2 gr/lt de NaHCO3 

(Sigma, Argentina), 3,5 gr/lt de glucosa (Gibco) y 2mM de Glutamina (Sigma, Argentina) 

llevando a un pH final de 7,4, mientras que para el medio DMEM 2X se duplicaron las 

concentraciones del medio DMEM. En caso de necesitarlo se adicionó Gentamicina 50 µg/ml. 

Para permitir el crecimiento celular los medios se suplementaron con distintas 

concentraciones de suero fetal bovino (SFB, Bioser, Argentina), 2% o 10%, según se buscara el 

mantenimiento o el crecimiento del cultivo, respectivamente. Para repicar y sembrar las 

células se utilizó una solución de Tripsina (Invitrogen) 0,25% p/v y EDTA (Sigma, Argentina) 

0,05M en PBS. 

 



Patogénesis molecular en la infección experimental por virus Coxsackie B3 

 
 

II-2 
 

Obtención de stocks virales 

MiniPrep 

Los plásmidos pBSKSH3 y pMKS1-eGFP conteniendo el genoma completo del virus Coxsackie 

B3 (cepa H3) con  propiedades  miocardíticas (Knowlton et al. 1996) o CVB3-eGFP, con 

propiedades fluorescentes (Feuer et al. 2002) respectivamente, fueron provisto por el Dr. 

Bergelson, Instituto de Investigación del Hospital de Niños de Filadelfia, Universidad de 

Pensilvania, EEUU.  Los  stocks de virus purificados fueron producidos por transfección de los 

respectivos RNAs en células HeLa. Las alícuotas de los virus fueron tituladas en células Vero y 

mantenidas a -80°C  hasta  su  uso.   

Brevemente, los plásmidos codificantes para CVB3 y CVB3-eGFP (Figura 16) fueron 

electroporados en bacterias E. Coli DH5α utilizando un electroporador GenePulser BioRad con 

un voltaje de 2,2 kV, resistencia de 200 Ω y una capacitancia de 25 μF. Luego de la 

electroporación las bacterias se incubaron 1 h a 37ºC y luego se sembraron en placas de LB 

conteniendo el antibiótico ampicilina, y se incubaron a 37ºC ON. Al día siguiente, se utilizaron 

las colonias obtenidas para realizar estrías en otra placa de LB con ampicilina y para hacer 

cultivos en LB líquido con Ampicilina, los cuales se dejaron crecer toda la noche a 37ºC a una 

agitación de 200 rpm a fin de realizar las MiniPreps de DNA. 

 

La purificación de DNA plasmídico se efectuó por el método de lisis alcalina (Raya et al. 2008). 

Para ello se crecieron bacterias E. coli DH-5α en medio LB hasta saturación con ampicilina. Se 

  

Figura 16. Esquema plásmidos.  

Mapa de características de pBSKSH3 y pMKS1-eGFP. Recuadrado en rojo se indican las enzimas de 

restricción utilizadas para linealizar ambos plásmidos. 



Patogénesis molecular en la infección experimental por virus Coxsackie B3 

 
 

II-3 
 

centrifugó 1 ml de estos cultivos a 14.000 rpm durante 1 min en un microtubo de 1,5 ml y se 

descartó el sobrenadante. Este procedimiento se repitió tres veces sobre el mismo microtubo. 

Se añadieron 200 µl de Solución I (Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM (pH=8) EDTA 1 mM) al 

sedimento obtenido y se lo resuspendió con vortex. Se agregó 400 µl de Solución II preparada 

en el momento (NaOH 0,2 N; SDS 1%). Después se invirtió suavemente el tubo 3 veces o hasta 

observar la clarificación de la suspensión y se incubó en hielo durante 5 min. Luego se 

neutralizó el pH con 300 µl de Solución III (AcK 5M pH=4.8) y se incubó durante 10 min en 

hielo. Luego se centrifugó 20 min a 13.500 rpm y se extrajo el sobrenadante (DNA plasmídico) 

tratando de no tomar el sedimento de DNA cromosomal, restos celulares y proteínas 

acomplejadas con el SDS. Los RNAs de esta solución se degradaron por incubación con RNasa A 

(20 µg/ml) durante 1 h a 37ºC. A continuación se agregó al sobrenadante 10 µl de una solución 

de Sílica (Geneclean Bio 101 Inc.) y se dejó 10 min a temperatura ambiente (TA) para permitir 

el pegado a la Sílica. A continuación se centrifugó la solución y se lavó el precipitado dos veces 

con 500 µl de la solución de lavado (NaCl, etanol y agua). Finalmente, se agregaron 20 µl de 

agua bidestilada estéril y se incubó por 10 min a 60ºC para permitir el despegado del DNA de la 

Sílica. Finalmente, se corrió el DNA en un gel de agarosa 1% p/v para confirmar la integridad 

(Figura 17).  

 

Los plásmidos pBSKSH3 y pMKS1-eGFP fueron linealizados con 1 µl (10 U) de las enzimas XhoI y 

ClaI, respectivamente, en el buffer correspondiente y con el agregado de BSA 1 mg/ml a 37ºC 

ON. Los productos de digestión fueron analizados en un gel de agarosa 1% p/v.  

 

 

Figura 17. MiniPreps de plásmidos pBSKSH3 y pMKS1-eGFP.  

Calle 1, marcador de peso molecular λ/HindIII; calles 2-4, MPs representativas de pBSKSH3; calles 5-

7, MPs representativas de pMKS1-eGFP; calle 8, marcador de peso molecular λ/HindIII. 
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A continuación las digestiones se extrajeron con una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico (25:24:1) y luego se precipitó con etanol absoluto e isopropanol. Las digestiones se 

visualizaron en geles de agarosa 1% p/v (Figura 18), cuantificados utilizando un 

espectrofotómetro Spectrophotometer ND-100 (Nanodrop Technologies Inc.) y utilizadas 

como molde para la transcripción in vitro.  

 

Transcripción in vitro 

La mezcla de la reacción consistió en 5 µg de DNA del plásmido linearizado, T7 RNA polimerasa 

(Promega) 0,4 U/µl, DTT 10 mM, inhibidor de RNasas RNase OUT (Invitrogen), 1 U/µl, Buffer de 

transcripción 5X (Promega), rNTPs (0,25 mM de cada uno) y agua hasta completar 50 µl. La 

mezcla de la reacción se incubó por 2 hs a 37°C. La integridad del RNA obtenido fue 

confirmada por observación en geles de agarosa 1% p/v y semicuantificado comparando con 

las bandas del patrón de peso molecular (Lambda/HindIII, PB-L) utilizando el programa 

LabWorksTM 4.6 (Image Acquisition and Analysis Software) (Figura 19). 

 

Figura 18. Digestión plásmidos pBSKSH3 y pMKS1-eGFP.  

Calle 1, pBSKSH3 + XhoI, calle 2 marcador de peso molecular 

λ/HindIII; calle 3, pMKS1-eGFP + ClaI; calle 4, marcador de 

peso molecular λ/HindIII. 
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Transfección y electroporación 

El RNA obtenido de la transcripción in vitro fue utilizado para transformar células HeLa 

utilizando Lipofectamina (Invitrogen) para  CVB3 o por electroporación para el caso de CVB3-

eGFP. 

La transfección con Lipofectamina se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, se incubó 1 µl de Lipofectamina con 25 µl de medio DMEM sin SFB ni antibiótico 

por 30 min a TA. Luego se agregaron a la mezcla otros 25 µl de medio con 400 ng del RNA a 

transfectar y se mezcló suavemente por pipeteo. Luego de una incubación de 15 min, se le 

agregó a la mezcla 150 µl del medio y se colocó sobre las células lavadas previamente con el 

mismo medio. Las células se dejaron por 5 hs en estufa a 37ºC y con 5% CO2 y a continuación 

se les agregó medio DMEM con 10% SFB.  

La electroporación se realizó tripsinando las células y lavándolas dos veces con PBS antes de 

resuspenderlas en 500 µl de PBS frío por tratamiento a una concentración de 

aproximadamente 1x106 cel/ml. Las células se colocaron en una cubeta de electroporación de 

0,4 mm de distancia entre los electrodos y se incubaron por 10 min en hielo con el RNA (unos 4 

µg por electroporación). Transcurrido ese tiempo se electroporaron en un Electroporador 

Gene Pulser (BioRad) a un voltaje de 1,5 kV, una capacitancia de 25 µF y resistencia infinita. 

Luego de la electroporación las células se dejaron otros 10 min en hielo para luego sembrar en 

placas de 6 wells con medio de crecimiento. 

 

Figura 19. Transcripción in vitro de pBSKSH3 y pMKS1-eGFP.  

Calle 1, marcador de peso molecular λ/HindIII; calle 2, pBSKSH3 digerido; calle 3, 

transcripto de pBSKSH3; calle 4, transcripto de pMKS1-eGFP; calle 5, pMKS1-eGFP 

digerido; calle 6, marcador de peso molecular λ/HindIII. 
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En ambos casos, las células transformadas se mantuvieron en cultivo hasta la aparición de 

efecto citopático (CPE) (Figura 20) u observación de fluorescencia (Figura 21). Aquellos 

sobrenadantes que indujeron CPE en las células se continuaron amplificando por sucesivos 

pasajes en células HeLa. Finalmente, las células se cosecharon y titularon en células Vero por el 

método de dosis infectiva en cultivo de tejidos o TCID50 (del inglés, tissue culture infective 

dose), la cual evalúa la cantidad de virus que es capaz de producir cpe en el 50% de las células 

infectadas. Los títulos obtenidos fueron alrededor de 1,1 x 105 TCID50/ml. 

 

 

Figura 20. Efecto citopático en células transfectadas con RNA de pBSKSH3.  

A) Células tratadas con Lipofectamina sin RNA, luz blanca; B) Células tratadas con Lipofectamina y 

RNA de pBSKSH3, las células redondeadas y de distinta refrigencia son aquellas que presentan efecto 

citopático. 

A                  B   
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Titulación por dosis de cultivo de tejidos infectiva 50 (TCID50/ml) 

Para la titulación por TCID50, se sembraron placas de 96 wells con 180 µl de medio con células 

Vero por well en una concentración de 1 x 105 cel/ml. Luego se agregaron 20 µl del virus a 

titular a la primera fila de células. A continuación, se mezclaron las células con el virus y 20 µl 

de la solución resultante se transfirieron a la siguiente fila de wells. Este proceso se repitió en 

las 8 filas de wells de la placa. Las placas se dejaron a 37ºC hasta 7 días y se evalúo el efecto 

citopático (CPE) día a día. El título se expresó aplicando la siguiente fórmula (Reed et al. 1938). 

I   
  de  ells infectados en una dilución por encima del 50    50 

  de  ells infectados en una dilución   50      de  ells infectados en la dilución siguiente
 

 

 

Figura 21. Microscopía de fluorescencia de las células transformadas con CVB3-eGFP.  

A) Células electroporadas sin RNA, luz blanca; B) Idem, luz 488 nm; C) Células electroporadas con 

RNA de CVB3-eGFP; D) Idem, luz 488nm. 

 

A                    B 

C                    D 
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h = factor de dilución (de 10 en 10) 
 
Título 50% punto final (TCID50) = 10 logdilución   50% - (I x logh) 
 

 CID50/ml  
1

volumen  tulado x  CID50
 

 

Titulación por placa 

Para la titulación por placa se sembraron 3 ml de células Vero a una concentración de 1 x 105 

cel/ml en placas de 6 wells y se dejaron adherir y crecer toda la noche. A continuación, las 

células se lavaron con PBS para retirar los restos de medio de cultivo, ya que el SFB disminuye 

la eficiencia de infección. Luego del lavado, las células se infectaron con 500 µl de la dilución 

del virus a utilizar realizada en PBS durante 1 h a 37ºC agitando cada 10 min. Transcurrido ese 

lapso, las células se lavaron nuevamente con PBS para luego incubarlas con 3 ml por well de 

una solución 1:1 de medio DMEM 2X con 4% SFB y metilcelulosa 1,6%. Transcurridas 48 hs, las 

células se fijaron con paraformaldehído (PFA) 4% y se tiñeron con una solución 1% de cristal 

violeta en etanol. Se contaron las placas en cada well y se expresó el título en PFU/ml 

corrigiendo por el volumen titulado y la dilución utilizada. 

Aislamiento de cardiomiocitos murinos 

La producción de cultivos de  cardiomiocitos de  ratones  recién nacidos murinos ha sido  

descripta  previamente (Gomez et al. 1993).  Brevemente, unos 10 animales C3H/HeJ de unas 

48 hs de edad fueron sacrificados en cámara de CO2 y se les extrajo el corazón en el buffer de 

extracción de cardiomiocitos o CIB (del inglés cardiomyocite isolation buffer) (NaH2PO4 0,35 

mM, MgSO4 1,05 mM, Hepes 10 mM, Glucosa 11 mM, KCl 4,69 mM, NaCl 146,2 mM) + EGTA 

(0,1 mM) y se procedió a la disgregación mecánica de los mismos. A continuación los restos 

celulares se centrifugaron a 500 x g por 10 min y se resuspendieron en una solución de CIB + 

Ca (50 µM) + Tripsina (0,06 mg/ml) y se incubaron a 37ºC por 10 min. Este paso se repitió una 

vez más descartando en ambos pasos el sobrenadante luego de la centrifugación.  

A continuación los restos de tejido se resuspendieron en 10 ml de la solución CIB + Ca (50 µM) 

+ Colagenasa II (Sigma, Argentina) (0,5 mg/ml) y se incubaron a 37ºC por 10 min. Transcurrido 

ese tiempo, y sin centrifugar, se transfirió el sobrenadante a un tubo cónico de 50 ml sobre 

hielo con 20 ml de la solución CaI (50 µM) + seroalbúmina bovina (BSA, 1 mg/ml). Los pasos de 

disgregación con Colagenasa se repitieron 3 veces más, colectando en cada oportunidad los 
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sobrenadantes sobre solución de CaI. Una vez terminados los pasos de disgregación se 

centrifugaron las células (500 x g por 10 min) y se resuspendieron en medio DMEM con 10% de 

SFB. Los cardiomiocitos se sembraron en placas multiwells por 48 hs antes de ser utilizados.  

Para  el  aislamiento  de cardiomiocitos  a  partir  de  animales  adultos  se adaptó el protocolo 

anterior en combinación con protocolos para aislamiento de cardiomiocitos de ratones adultos 

por canulación de la aorta (Cambon et al. 1997; Zhou et al. 2000; O'Connell et al. 2007; Shioya 

2007). Tres a cuatro corazones de animales C3H/HeJ adultos fueron extraídos y disgregados en 

la misma forma que los de animales recién nacidos. Una vez terminados los pasos de 

disgregación se centrifugaron las células (500 x g por 10 min) y se resuspendieron en agua 

bidestilada estéril por 30 seg para lisar los glóbulos rojos agregando inmediatamente solución 

Ca I 5X. Luego del aislamiento de las células, se restituyó lentamente el calcio a las mismas con 

el fin de evitar los procesos involucrados en la paradoja del calcio (Hearse et al. 1978; Acosta et 

al. 1983). Para la restitución del calcio, las células se incubaron en las soluciones de Ca 

crecientes (Ca II 120 µM, III 240 µM, IV 480 µM y V 1 mM; todas con BSA 1 mg/ml) por 10 min, 

se centrifugaron a 500 x g por 10 min y se resuspendieron en la solución siguiente. En cada 

paso se tomaron muestras para verificar el número y confirmar la viabilidad celular. 

Producción de cardiomiocitos humanos  

Las  líneas de células madre embrionarias humanas o hESC (del inglés human embrionic stem 

cells) se mantuvieron indiferenciadas  cultivándolas  sobre Matrigel® en  medio  DMEM  

(Gibco)  condicionado  por  fibroblastos  embrionarios  murinos irradiados (MEF), y 

suplementado con 10% de suero sustituto KnockOut Serum Replacement (Gibco), 2 mM de 

aminoácidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 50 μg/ml de 

estreptomicina, 0.1 mM de β-mercaptoetanol y 4 ng/ml de bFGF (del inglés basic fibroblast 

growth factor) (Gibco) (Scassa et al. 2011).  

Para inducir la diferenciación a cuerpos embrionarios o EB (del inglés, embryonic body)  se 

disociaron  las  células  indiferenciadas  de  su  sustrato  con  dispasa/colagenasa  1 mg/ml y 

luego se sembró la suspensión de agregados celulares obtenida en placas de cultivo no 

adherentes. Luego de 7 días en suspensión los EB  formados  se  transfirieron  a  placas  de  

cultivo  adherentes  con  un  coating  de gelatina 1%, permitiendo la adherencia de los EB. Los 

latidos espontáneos tuvieron una frecuencia promedio de 29±7.3 latidos/min. Esta tasa se 
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incrementó a 49±6.2% comparada con la basal luego de su incubación con 10 nM de 

noradrenalina. 

Infección de cultivos celulares 

Las infecciones de células J774.1 se realizaron lavando las células con PBS e incubándolas con 

volumen suficiente del sobrenadante viral para que cubrir la monocapa por 1 h a 37°C. 

Generalmente se utilizó una multiplicidad de infección o MOI (del inglés multiplicity of 

infection) de 1 o 2. Concluido ese tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS y luego se 

procedió a agregar medio de crecimiento. 

Activación de macrófagos 

Los ensayos de activación de macrófagos se realizaron sembrando las células a una 

concentración de aproximadamente 1 x105 cel/ml. Al día siguiente se trataron las células con 

100 nM de PMA (Sigma, Argentina) (Vongsakul et al. 2011) o 100 ng/µl de LPS 

(Lipopolisacárido, Sigma, Argentina) (Classen et al. 2009) 24 hs antes de realizar la infección, 

previo a lo cual se lavaron las células con PBS. 

Análisis de viabilidad celular 

Se sembraron las células en una placa de 96 wells (≈105 células/well) y se incubaron ON a 37ºC 

en estufa gaseada con 5% CO2. Al día siguiente se agregó la dilución viral por triplicado, y se 

dejaron células sin infectar. El volumen final fue 100 μl por  ell. Luego de 24 hs se lavaron las 

células con PBS, y finalmente se añadieron 10 µl de una solución de MTT (Sigma, Argentina) 5 

mg/ml en PBS en 100 μl de PBS en cada  ell. Las placas se incubaron a 37ºC por 3 hs y se 

detuvo la reacción por el agregado de 100 μl de una solución 20  SDS en dimetil formamida 

(Carlo Erba) 50% y se dejó la placa en agitación a TA durante 1 h. A continuación la absorbancia 

fue leída a 550nm y 630nm en un lector de placas (Benchmark Plus microplate 

spectrophotometer BioRad).  

Se calcula la viabilidad como: 

Viabilidad   
 Abs550nm   Abs630nm tratado
 Abs550nm   Abs630nm control

 x 100 
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Inmunofluorescencia 

Para las inmunofluorescencias (IFs) se realizó la fijación de las células con PFA 4% en insertos 

de vidrio. A continuación se lavaron y se bloqueó el pegado inespecífico por 30 min a TA con 

buffer de bloqueo (PBS Tween 0,1% + 5% SFB). Transcurrido ese tiempo, se lavaron las células 

con PBST  y se dejaron ON a 4ºC con el anticuerpo primario correspondiente en diluciones 

generalmente de 1:100 en buffer de bloqueo. Al día siguiente se lavaron las muestras con PBST 

y se agregó el anticuerpo secundario conjugado al fluoróforo generalmente en una dilución 

1:100 en buffer de bloqueo. La incubación se realizó por 1 h a TA protegido de la luz. A 

continuación se lavaron las células y se tiñeron los núcleos con DAPI. Luego de dos lavados, las 

muestras se montaron con líquido de montaje para fluorescencia. Para las tinciones dobles se 

combinaron los dos anticuerpos a usar al mismo tiempo. 

Animales  

Los  ratones  C57BL6/J  y  C3H/HeJ  fueron  obtenidos  del  Bioterio  de  la  Facultad  de Ciencias 

Exactas, UBA y del Instituto Biológico Argentino SAIC, respectivamente. En todos los casos, los 

animales  recibieron  agua  y  comida  ad  libitum.  Se  siguieron  los  lineamientos establecidos 

por el comité de ética de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. Los animales C57BL6/J Gal-3 

KO fueron provistos por el Dr. Oscar Campetella, IIB, Unsam.  

Infección de animales 

Las infecciones fueron realizadas por inoculación intraperitoneal (IP) de 200 µl de un stock de 

1,1 x 105 UFP/ml (2,2x104 UFP) de CVB3 diluído en PBS. Los animales control (Mock) fueron 

inyectados con 200 µl de PBS. 

Depleción de macrófagos 

La depleción de macrófagos se realizó por inoculación IP de clodronato encapsulado en 

liposomas (LipClod) (Van Rooijen et al. 1994; van Rooijen et al. 1997; van Rooijen et al. 2010) a 

razón de 10 µl/g de peso animal una hora antes de la inyección IP del virus. Como control se 

inyectaron los animales con 10 µl/g de liposomas vacíos. La depleción se mantuvo inoculando 

a los animales con la misma dosis cada 5 días. 
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Citometría de flujo 

Animales tratados con liposomas conteniendo clodronato o PBS se sacrificaron con CO2 y se 

extrajeron los bazos. A continuación se disgregaron a partir de mallas de acero y las células 

aisladas fueron incubadas con un anticuerpo anti Iba1 (Abcam) por 20 min a 4ºC en PBS/SFB 

0.1%. A continuación las células se lavaron y se incubaron con un anticuerpo anti conejo (Santa 

Cruz Biotechnology) conjugado con FITC por otros 20 min. Luego de otro lavado se analizó el 

porcentaje de macrófagos mediante citometría de flujo utilizando un Citómetro FACS Calibur 

(Academia Nacional de Medicina). Para el control de isotipo no se utilizó anticuerpo primario. 

Se comparó el porcentaje de monocitos de los animales tratados con liposomas vacíos con los 

tratados con LipClod.  

Inhibición de Gal-3 

La inhibición de Gal-3 se realizó por inoculación IP de ratones C3H/HeJ con 10 µl/g de peso 

animal de N-Acetil-D-Lactosamina (Carbosynth), un inhibidor altamente específico de Gal-3 

(Demotte et al. 2010; Yu et al. 2012) a razón de 5 µg/g de peso animal diluido en PBS. Las 

inyecciones se realizaron cada 48 hs. 

Histología e inmunohistoquímica 

Secciones de tejidos fijadas en PFA 4  y embebidas en parafina de 6 μm de espesor fueron 

teñidas con hematoxilina y eosina (H&E) según procedimientos estándares. El procedimiento 

de inmunohistoquímica (IHQ) ha sido descripto previamente (Gomez et al. 2003). Brevemente, 

luego de la rehidratación  mediante la utilización de xileno y concentraciones decrecientes de 

etanol, los cortes de tejido montados sobre portaobjetos Pro-Bond Plus (TNT) fueron 

calentados a 121ºC durante 15 min en buffer citrato 10 mM para lograr el 

desenmascaramiento antigénico. La actividad de la peroxidasa endógena fue inhibida 

incubando los preparados durante 15 min con 3 % v/v de H2O2 en metanol y el bloqueo de 

sitios no específicos se realizó incubando 20 min a TA con buffer de bloqueo. Los cortes de 

tejidos fueron incubados con los respectivos antisueros para cada proteína, usualmente en una 

dilución 1:100 en buffer de bloqueo por 1 h a TA y se procedió de manera equivalente en el 

resto del proceso. Finalmente, se reveló con un substrato a base de 0,03% diaminobenzidina 

(DAB) (Sigma) y 0,02% H2O2 durante 2 10 min hasta alcanzar la intensidad apropiada y se 

frenó la reacción con agua destilada. Luego, las muestras fueron contracoloreadas con 
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hematoxilina por 1 min y lavadas con agua corriente primero y con agua destilada después. 

Para deshidratar el preparado, se utilizaron concentraciones crecientes de etanol y por ultimo 

xileno (5 min cada paso). Finalmente, los preparados fueron montados con bálsamo y un 

cubreobjetos y observados en un fotomicroscopio Nikon E200.  

Obtención de RNA total  

Las muestras de RNA total derivadas de cultivo celular o tejidos de ratones fueron extraídas 

con el reactivo TriReagent (Molecular Research Center, USA), de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. Brevemente, luego de homogeneizar el tejido mediante la disgregación 

mecánica utilizando un homogeneizador Bio-Gen PRO200, se realizó una centrifugación 

durante 10 min a 12.000 x g a 4ºC. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo y se agregó 

0,2 ml de cloroformo por cada ml de TriReagent. Luego de agitar vigorosamente por 15 seg e 

incubar a temperatura ambiente (TA) durante 2 min, se realizó otra centrifugación a 12.000 x g 

durante 15 min a 4ºC. La fase acuosa superior fue transferida a un nuevo tubo y se agregó 0,5 

ml de isopropanol por cada ml de TriReagent a fin de precipitar el RNA. Luego de una 

incubación a TA de 10 min, se centrifugó a 12.000 x g durante 10 min a 4ºC. El pellet fue lavado 

con etanol 70% y luego de secarse se resuspendió en 10-40 µl de agua libre de RNasas tratada 

con DEPC. La concentración y pureza del RNA fue obtenida utilizando un Espectrofotómetro 

Spectrophotometer ND-100 (Nanodrop Technologies Inc.). 

Síntesis de DNA complementario  

El DNA complementario (cDNA) fue sintetizado a partir de RNA total utilizando random 

hexamers (Byodinamics, Argentina) y Transcriptasa Reversa MMLV (Promega, Argentina) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se realizó una primer mezcla de 

reacción conteniendo: 50-250 ng de  random hexamers, 1 µl de dNTPs (10 mM de cada uno), 

0,5 a 1,5 µg de RNA y agua libre de RNasa para completar un volumen final de 13,9 µl. Esta 

mezcla se calentó a 65ºC por 5 min y se enfrió en hielo por al menos 2 min. A continuación se 

agregaron 4 µl de Buffer MMLV 5X (Promega, Argentina), 1 µl de DTT 0,1 M (Invitrogen), 0,4 µl 

de inhibidor de RNasas RNAse OUT (Invitrogen) y 140 U de Transcriptasa Reversa MML-V 

(Promega, Argentina). Finalmente, se incubó a 25ºC durante 5 min y luego 1  h a 42ºC. Las 

muestras fueron luego incubadas a 70ºC durante 15 min a fin de inactivar la enzima y 

mantenidas a -20ºC hasta su uso. 
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PCR 

Las reacciones de amplificación de los ácidos nucléicos se realizaron en el ciclador térmico 

Mastercycler Gradient (Eppendorf, USA). Para la mezcla de reacción su utilizó buffer de Taq 

Polimerasa 1X, 2 mM MgCl2, 0,25 mM de cada dN P, 0,5  μM de los respectivos  primers,  1 U 

de Taq Polimerasa (PB-L, Argentina) y 1 μl de molde en un volumen final de 10 μl. Esta mezcla 

se sometió a 94ºC durante 2 min para una primera desnaturalización. Luego se realizaron de 

28 a 40 ciclos de un paso de desnaturalización a 94ºC, un annealing a la temperatura requerida 

para cada par de primers y uno de extensión a 72ºC, siendo los tiempos de cada etapa acordes 

al tamaño del amplicón. Finalmente se incubaron 2 min a 72ºC para la extensión final. Los 

productos de amplificación fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa. Los 

primers utilizados se encuentran detallados en la Tabla 2.  

 

 

Tabla 2. Secuencia primers utilizados para PCR. 

Nombre Secuencia (5’ – 3’) Producto mRNA 

Actina 
AACCCCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGACC 

442 
GGTGATGACCTGGCCGTCAGGCAGCTCGTA 

Entero 
CGGCCCCTGAATGCGGCTAA 

115 
GAAACACGGACACCCAAAGTA 

Oct -4   
CTGGGTTGATCCTCGGACCT 

126 
CACAGAACTCATACGGCGGG 

Nanog 
AAAGAATCTTCACCTATGCC 

109 
GAAGGAAGAGGAGAGACAGT 

GATA-4 
CATCAAGACGGAGCCTGGCC 
GACTGTCGGCCAAGACCAG 218 

TGACTGTCGGCCAAGACCAG 

GATA-6  
CCATGACTCCAACTTCCACC 

213 
ACGGAGGACGTGACTTCGGC 

c-myc   
ATGAAAAGGCCCCCAAGGTAG 

109 
CGTTTCCGCAACAAGTCCTCT 

cTnT 
ATGATGCATTTTGGGGGTTA 

107 
CAGCACCTTCCTCCTCTCAG 

MESP1 
TGAGGAGCCCAAGTGACAA 

111 
CTCTTCCAGGAAAGGCAGTCT 

α -MHC 
GTCATTGCTGAAACCGAGAATG 

413 
GCAAAGTACTGGATGACACGCT 

Isl-1 
CACAAGCGTCTCGGGATTGTGTTT 

201 
AGTGGCAAGTCTTCCGACAA 
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PCR en tiempo real  

Las reacciones de PCR en tiempo real (qPCR),  fueron realizadas según se ha descripto 

previamente (Jaquenod De Giusti et al. 2011). Brevemente, la amplificación de PCR y el análisis 

posterior fueron realizadas en un LineGene K Thermal Cycler (Bioer, Japon). Para todas las 

reacciones se utilizó la mix comercial 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne), 

siguiendo las instrucciones del fabricante, con 1  μl de cDNA y 0,5  μM de cada primer. Las 

curvas de calibración para la cuantificación absoluta fueron generadas a partir de los 

amplicones purificados, luego de la confirmación de su secuencia. La concentración de los 

stocks de los estándares, expresadas como el número de copias del amplicón por unidad de 

volumen, fue calculada a partir de su absorbancia a 260 nm. Las soluciones stock fueron 

diluidas seriadamente de a 10 veces, para obtener concentraciones de los estándares de 107 a 

104 copias/μl. A partir de los valores de ciclo umbral Ct (del inglés cycle threshold) de cada 

muestra y haciendo uso de la curva de calibración se calcularon las concentraciones de las 

muestras a cuantificar. La concentración del gen de interés se dividió por la del gen 

housekeeping (actina) para obtener los valores de expresión normalizados. Los primers 

utilizados se encuentran detallados en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Secuencia primers utilizados para qPCR. 

Nombre Secuencia (5’ – 3’) Producto mRNA 

IFNB 
CACAGCCCTCTCCATCAACT 

125 
TCTTGAAGTCCGCCCTGTAG 

Actina 
CGTCATCCATGGCGAACTG 

60 
GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT 

Gal-3 
GACCACTGACGGTGCCCTAT 

149 
GGGGTTAAAGTGGAAGGCAA 

Entero 
CGGCCCCTGAATGCGGCTAA 

115 
GAAACACGGACACCCAAAGTA 

SMA 
GCTCTGCCTCTAGCACACAA 

150 
GCCAGGGCTACAAGTTAAGG 

proColI 
TTCACCTACAGCACCCTTGTG 

66 
GATGACTGTCTTGCCCCAAGTT 

TGFb1 
TGCGCTTGCAGAGATTAAAA 

82 
AGGTAACGCCAGGAATTGTTGCTA 

INOS 
 CAGCTGGGCTGTACAAAC 

 

CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 

 94 
 CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 

Arginasa I 
AGCAGCAGCCGCTGGAACCCAGA 

192 
AGGCCAGGTCCCCGTGGTCTCTCA 
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Electroforesis en geles de agarosa  

Se prepararon soluciones de agarosa desde 0,8 a 2% p/v en buffer TAE suplementado con 

Bromuro de Etidio (0,5 μg/ml), las cuales se fundieron al momento de usar. Una vez 

solidificado, el gel se colocó en una cuba de electroforesis y se lo cubrió con buffer TAE. Las 

muestras de DNA se mezclaron previamente con buffer de siembra y se sembraron. Los 

productos de PCR se resolvieron aplicando un voltaje entre 90-120 V de acuerdo al tamaño. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida  

Los lisados de células o tejidos, obtenidos luego de una homogenización en buffer Ripa (NaCl 

150 mM, Triton x-100 1%, Sodium deoxycholate 1%, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, 

leupeptin 1 μg/ml en Tris-HCl 50 mM pH 7.4) fueron realizados según se ha descripto 

previamente (Jaquenod De Giusti et al. 2011). Brevemente, las muestras fueron centrifugadas 

durante 2 min a 14.000 rpm y los sobrenadantes fueron mezclados con Sample Buffer 2X (Tris-

Cl 100mM, pH 6.8, DTT 200 mM, SDS 4%, bromofenol blue 0.2% y glicerol 20%) y hervidas por 

10 min. Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE en geles al 10% (p/v) utilizando el 

equipo Mini-Protean Tetra Cell Gel (Bio-Rad, USA), empleando TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, 

EDTA 1 mM pH 8,0) como buffer de corrida y voltajes constantes entre 90 y 200 V. 

Western blot  

Los western blots (WB) fueron realizados según se ha descripto previamente (Jaquenod De 

Giusti et al. 2011). Brevemente, los lisados de tejidos o células, obtenidos luego de una 

homogenización en buffer Ripa, fueron resueltos en geles de poliacrilamida como se describió 

anteriormente. A continuación, las muestras fueron transferidas a membranas de PVDF 

(Hybond™-P, Amersham Biosciences), utilizando el equipo Trans-Blot® SD (Bio-Rad) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Para ello, la membrana fue activada por 10 seg en metanol y 5 

min en agua, a continuación tanto la membrana como el gel fueron equilibrados en el buffer  

de transferencia (48 mM Tris, 39 mM glicina y 20% metanol) durante 15 min. Luego, se 

colocaron dos papeles de filtro embebidos en el buffer de transferencia sobre el ánodo (base). 

Sobre éstos se colocó la membrana, el gel, otros dos papeles de filtro y el cátodo (tapa). La 

transferencia se realizó durante 30 min a 15 V. Las membranas fueron incubadas overnight 

(ON) a 4ºC con PBS Tween 0,1% (PBST) y 5% de leche descremada. Al día siguiente, y luego de 

varios lavados con PBST, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios 
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correspondientes por 1 h a 37ºC. Luego de sucesivos lavados, se incubaron con anticuerpos 

anti IgG especie específicos biotinilados o unidos a peroxidasa o HRP 1 h más a 37ºC. La 

detección final se realizó mediante quimioluminiscencia o ECL (del inglés, enhanced 

chemiluminescence). Las soluciones utilizadas  fueron: A) H2O2 30 volúmenes 0,64 % (v/v) en 

Tris HCl 0,1 M pH = 8,5; y B) 2,5 mM de Luminol (Sigma, Argentina) y 0,4 mM de Ácido 

Cumárico (Sigma, Argentina) en Tris HCl 0,1 M. Estas soluciones se mezclaron en partes iguales 

al momento de usar y la membrana se incubó por unos segundos en la solución resultante. La 

adquisición se realizó utilizando el programa LabWorksTM 4.6 (Image Acquisition and Analysis 

Software). De las bandas obtenidas se cuantificó la intensidad de luz y los valores de expresión 

de las proteínas estudiadas se dividieron sobre los de actina para cada muestra de tal forma de 

obtener los valores de expresión normalizados. 

ELISA de Galectina 3 

Para la medición de los niveles de Gal-3 en los sobrenadantes celulares se utilizó el Kit DuoSet 

ELISA Development System (RD, USA) para Gal-3 murina de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Brevemente, se preparó una placa de 96 wells con 100 µl por well del anticuerpo 

de captura (anti Gal-3 de rata) diluido a una concentración de 200 ng/ml en diluyente de 

reactivos o DR, (1% BSA en PBS, pH 7,2-7,4) y se incubó ON a TA. A continuación se descartó el 

anticuerpo y se lavó la placa 3 veces con buffer de lavado (0.05% Tween 20 en PBS, pH 7,2-

7,4). Se realizó el bloqueo del pegado inespecífico con 300 µl de DR por well y se incubo a TA 

por 1 h. Luego de 3 lavados sucesivos, se adicionaron 100 µl por well de las muestras por 

duplicado o de la solución de Gal-3 murina recombinante estándar diluidas en DR, se cubrió la 

placa y se incubó por 2 hs a TA. Transcurrido ese plazo, se lavó 3 veces con buffer de lavado y 

se adicionaron 100 µl por well de anticuerpo de detección (anti Gal-3 de cabra biotinilado) en 

una concentración de 200 ng/ml en DR y se incubó otras 2 hs a TA. Se lavó nuevamente como 

en los pasos anteriores y se adicionó 100 µl de estreptavidina-HRP. Se incubó durante 20 min a 

TA al resguardo de la luz. Para detener la reacción se adicionaron 50 µl de H2SO4 2N y se leyó la 

absorbancia a 450 nm. Con las lecturas de absorbancia de las diluciones del estándar de Gal-3 

se realizó una curva de calibración. Se determinó la concentración de Gal-3 de las muestras por 

interpolación. 
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1. Expresión de los receptores celulares y su correlación con 

la susceptibilidad a la infección por virus Coxsackie B (CVB) en 

células cardíacas murinas y humanas y en ratones de distintas 

cepas 

La mayor parte de nuestro conocimiento respecto de la patogénesis de la infección por CVB 

deriva de estudios realizados en modelos experimentales (Kandolf et al. 1985; Gomez et al. 

1993). Utilizando modelos murinos, se ha observado que la susceptibilidad de las células a la 

infección por CVB está directamente relacionada con la presencia de su receptor CAR en la 

superficie de las mismas por lo que ha sido propuesto como un determinante mayor de 

patogenicidad (Shafren et al. 1997; Noutsias et al. 2001; Poller et al. 2002; Shi et al. 2009). Por 

lo tanto, el tropismo tisular de CVB ha sido relacionado con la expresión diferencial del 

receptor entre los distintos órganos (Freimuth et al. 2008). En estudios murinos se ha descripto 

que a nivel del SNC, CAR se expresa en forma incrementada a nivel fetal comparada con 

adultos con un pico cercano al nacimiento y su expresión varia respecto al área cerebral 

(Freimuth et al. 2008). Esta expresión aumentada en el recién nacido respecto del ratón adulto 

correlaciona con la mayor susceptibilidad de los primeros respecto de los segundos a la 

infección por CVB (Ahn et al. 2008). Por otro lado, como se ha detallado en la Introducción, la 

función del co-receptor DAF ha sido descripta en células epiteliales polarizadas como las del 

epitelio intestinal donde estos virus inician la infección del huésped (Coyne et al. 2006) pero no 

en células cardíacas.  

Al momento de comenzar este trabajo no había sido estudiada la correlación entre la 

expresión de CAR y DAF y la susceptibilidad a la infección por CVB en células cardíacas. En este 

sentido, es importante destacar que se ha descripto en el corazón humano que la expresión de 

CAR se encuentra incrementada en la CMD a nivel de los discos intercalares (Shaw et al. 2004) 

abriendo importantes incógnitas sobre las consecuencias de este evento, incluyendo si tiene 

relación con una mayor susceptibilidad de esos pacientes a la infección cardíaca por CVB. 

Por lo expuesto, se consideró de importancia estudiar la correlación entre la presencia de CAR 

y DAF y la susceptibilidad a la infección por CVB en células cardíacas. Para ello, se diseñaron 

diversos experimentos empleando modelos in vitro. Teniendo en cuenta que la obtención de 

cultivos de cardiomiocitos humanos adultos es inviable y que los cultivos derivados de tejidos 

fetales son ilegales o muy difíciles de obtener, se utilizaron cultivos de células cardíacas 

diferenciadas a partir de hESCs (del inglés, human embryonic stem cells). 
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Asimismo, se buscó correlacionar los niveles de CAR con la susceptibilidad diferencial 

observada en dos cepas de ratones utilizados como modelos de miocarditis viral.  

3-A. Células cardíacas humanas 

Las hESCs derivan de la masa celular interna de un embrión temprano y poseen un potencial 

de desarrollo único. Las hESCs se definen como pluripotentes por su capacidad de poder 

diferenciarse en todos los tipos celulares presentes en las tres capas germinativas: endodermo, 

mesodermo y ectodermo (Ohtsuka et al. 2008). Las hESCs se renuevan constantemente y 

pueden ser cultivadas y diferenciadas a varios linajes in vitro. Debido a que son capaces de ser 

diferenciadas a células cardíacas, estas células se consideran una herramienta poderosa para 

estudiar distintos eventos a nivel celular y molecular que afecten al corazón (Lev et al. 2005), 

incluyendo patogénesis molecular y pruebas farmacológicas (Reppel et al. 2007; Steel et al. 

2009). 

A fin de desarrollar nuestro objetivo, se caracterizaron las células hESC de la línea HUES-5 en 

base a marcadores de diferenciación y luego estudiamos la expresión de CAR y DAF y la 

susceptibilidad a la infección por CVB en función del grado de diferenciación. 

i. Las células utilizadas expresan marcadores de pluripotencialidad 

Para confirmar la naturaleza pluripotente de las células hESC de la línea HUES-5 se realizó RT-

PCR e IF. Los resultados mostraron que las células hESC indiferenciadas expresan transcriptos 

asociados a la pluripotencia como Oct-4 (Octamer 4), Nanog  y c-Myc (Figura 22A) y 

marcadores asociados a células madres como TRA1-60 (Tumor Rejection Antigen 1-60), Oct-4, 

Nanog y SSEA-4 (Stage-Specific Embryonic Antigen) (Figura 22B). 
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ii. Las hESC diferenciadas expresan marcadores cardíacos 

A continuación se indujo la diferenciación de hESC en EB. Para confirmar que los EB habían 

adquirido un fenotipo cardíaco, se realizaron nuevamente RT-PCR e IF. A los 7 y 14 días luego 

de inducida la diferenciación se analizó la expresión de genes asociados a: a) mesodermo 

(Mesp1), b) mesodermo cardíaco  (GATA-4, GATA-6, Nkx2.5, Islet-1), y c) genes asociados a 

cardiomiocitos como (ANP, c n  y  α-MHC). Los resultados demostraron que las hESC se 

diferenciaron efectivamente en EB conteniendo cardiomiocitos (hESC-CM) in vitro (Figura 23).  

 

 

Figura 22. Marcadores de células madre.  

A) RT-PCR de células hESC de la línea HUES-5 indiferenciada. B) Las células de la línea HUES-5 fueron 

cultivadas en una superficie cubierta con Matrigel por 3 días y fijadas y teñidas con anticuerpos 

primarios reconociendo los distintos marcadores de células madre como TRA-1-60, Oct-4, Nanog y 

SSEA-4.  

   A 
 

 
 
B 



Patogénesis molecular en la infección experimental por virus Coxsackie B3 

 
 

III-4 
 

 

 

iii. Los niveles de los receptores CAR y DAF se modulan con la diferenciación 

A continuación se estudió la expresión de los receptores virales CAR y DAF en las células hESC y 

en las hESC-CM (Figura 24A), observándose que el nivel de transcripto de CAR fue 

significativamente mayor en células indiferenciadas, mientras que los niveles de mRNA de DAF 

resultaron más elevados en las células diferenciadas. La presencia de ambos receptores fue 

confirmada por estudios de IF (Figura 24B).  

 

 

Figura 23. Marcadores de cuerpos embrionarios.  

A) RT-PCR semicuantitativa de EB de células hESC indiferenciadas, se utilizó actina para normalizar. 

B) IF de hESC a los 14 días luego de comenzada la diferenciación. Las figuras muestras imágenes 

representativas de EB contráctiles teñidos con anticuerpos primarios contra GATA-4, ANP, Nkx2.5 y 

cTnT, los núcleos fueron teñidos con DAPI. 

A 

 

 

 

     B 
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iv. Tanto las hESC como las hESC-CM son susceptibles a la infección por CVB 

Con el objetivo de evaluar la susceptibilidad a la infección de las hESC y las hESC-CM, las 

células fueron infectadas con CVB3. Se muestran los resultados representativos de la PCR y la 

IF para las células infectadas por CVB3 (Figura 25).  

 

Figura 24. Expresión de los receptores virales en hESC y hESC-CM.  

A) Niveles de expresión de los dos receptores virales en células HUES-5 indiferenciadas (hESC) y 

diferenciadas a cardiomiocitos (hESC-CM) detectados mediante qPCR. B) IF de hESC a día 0 y 14 

después de la diferenciación. Se muestran fotos representatitvas de de las hESC y hESC-CM 

marcadas con CAR y DAF. Los núcleos se tiñeron con DAPI. * p < 0,05 

A 
 
 
 
 
 
 
 

        B 
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Como se puede observar, tanto las células hESC como las hESC-CM fueron susceptibles a la 

infección por CVB. 

v. Se observa una menor susceptibilidad a la infección en las hESC-CM 

En las células hESC se observó efecto citopático enteroviral característico (redondeamiento 

seguido de despegue de la superficie y muerte) en las 12 hs posinfección (pi) completando el 

80% de la monocapa a las 24 h pi. Las células hESC-CM tuvieron un comportamiento similar 

perdiendo su capacidad contráctil a las 48 hs seguido de lisis celular (Figura 26A). La titulación 

de los sobrenadantes de infección de estas células demostró una menor susceptibilidad a la 

infección en hESC-CM respecto de las hESC (Figura 26B).  

 

Figura 25. Infección por CVB3 en hESC y hESC-CM.  

A) PCR para confirmar la presencia del RNA viral en células hESC y hESCM, se utiliza actina como 

control; B) IF representativa de hESC 8 hs pi teñidas con un anticuerpo anti VP1 (la barra representa 

y hESC-CM al 14 días post diferenciación y 48 hs pi teñidos con VP1. 

           A 
 
 
 
B 
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vi. La infección disminuye la viabilidad celular 

Se estudió la viabilidad celular por el ensayo de MTT. El 20% de las hESC y las hESC-CM se 

mantuvieron viables por 24 o 48 hs luego de la infección con CVB3. La infección con tres MOI 

distintas condujo a una menor pérdida de la viabilidad en las hESC-CM, coherente con una 

menor susceptibilidad a la infección por la presencia de menor cantidad de CAR (Figura 27). 

  

Figura 26. CPE y título viral en hESC y hESC-CM infectadas con CVB3. 

A) Las células hESC mostraron un 80% de cpe para las 24 hs pi, mientras que las hESC-CM comenzaron 

a lisarse después de 48 hs pi. B) Las células diferenciadas a cardiomiocitos y con menores niveles de 

receptor mostraron una menor susceptibilidad a la infección por CVB3. * p < 0,05 

A                                                            B 
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Figura 27. Viabilidad celular de las hESC y hESC-CM con la infección.  

Las células hESC y hESC-CM fueron infectadas con CVB3 a distintas MOI. En ambas líneas, 

la infección con MOI = 0,1 condujo a una pérdida de viabilidad del 80% que se fue 

recuperando con las distintas diluciones, siendo mayor la recuperación en las hESC-CM. 

* p < 0,05 
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3-B.  Células murinas 

i. Obtención de cardiomiocitos murinos 

Se realizaron extracciones de cardiomiocitos murinos de ratones C3H/HeJ recién nacidos (RN, 

hasta 48 hs) y de animales adultos (3-6 semanas de edad). Los cardiomiocitos de RN no 

presentaron la morfología de cardiomiocitos diferenciados como en el caso de los derivados de 

los adultos; no obstante, luego de 24 hs en cultivo fueron capaces de latir (Figura 28). 

 

A continuación se realizó la extracción de cardiomiocitos de ratones adultos. Para ello, se 

adaptaron protocolos previamente descriptos para cardiomiocitos de ratones RN, junto con 

otros protocolos para aislamiento de cardiomiocitos de animales adultos por canulación de la 

aorta (Cambon et al. 1997; Zhou et al. 2000; O'Connell et al. 2007; Shioya 2007) que 

consideran la necesidad de lavados con soluciones de Ca+2 crecientes. Los resultados de una 

extracción se muestran en la Figura 29.  

 

Figura 28. Aislamiento de cardiomiocitos de ratón recién nacido.  

Se muestra el resultado de una extracción representativa. Las células 

presentaban capacidad contráctil luego de un día adheridas. 
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Una vez aisladas las células adultas y de RN se procedió a su estudio en forma similar lo 

realizado en células humanas.  

 

 

 

Figura 29. Pasos de la restitución de calcio hasta llegar al medio de crecimiento DMEM.  

A) Sol Ca I B) Sol Ca II; C) Sol Ca III; D) Sol Ca IV; E) Sol Ca V; F) DMEM. Se muestran imágenes 

representativas de una extracción. Aumentos 10X y 40X. 

A         D 
 

 
 
 
 
 
 
B         E 
 
 
 
 
 
 
 
C         F 
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ii. Los niveles del receptor CAR se modulan con la diferenciación celular 

Los análisis por qPCR y WB demostraron una disminución en los niveles de mRNA y proteína de 

CAR en los cardiomiocitos obtenidos de animales adultos comparados con los de RN (Figura 

30).  

 

 

 

 

Figura 30. Niveles del receptor entre cardiomiocitos de ratón recién nacido y adulto.  

A) qPCR de CAR en cardiomiocitos de ratones recién nacidos (RN) y adultos (Ad). Se observa una 

disminución en los niveles del receptor con la edad. B) WB de cardiomiocitos de ratón recién nacido 

y adulto. Acorde a lo observado por qPCR, se observa una disminución en los niveles del receptor 

en los cardiomiocitos derivados de animales adultos. Se muestra un WB representativo. * p < 0,05 

                A

  

 

 

 
     B 
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iii. Tanto los cardiomiocitos derivados de ratones recién nacidos como de ratones 

adultos son susceptibles a la infección por CVB3 

Con el objetivo de evaluar la susceptibilidad a la infección de los cardiomiocitos murinos, las 

células fueron infectadas con CVB3 a una MOI ≈1 y a las 24 hs pi se realizó una RT-PCR para 

confirmar la presencia del RNA viral (Figura 31A).  

A su vez, las mismas células fueron infectadas a una MOI similar con CVB3-eGFP. Tanto los 

cardiomiocitos de ratones recién nacidos como de ratones adultos (Figura 31B), presentaron 

fluorescencia verde al ser iluminadas con luz UV, confirmando su susceptibilidad a la infección 

viral. 

 

Como se puede observar, ambos tipos celulares permitieron la infección viral. 

 

 

Figura 31. Infección por CVB3 en cardiomiocitos de ratón recién nacido y adulto.  

A) PCR para confirmar la presencia del RNA viral en cardiomiocitos de ratones recién nacidos y 

adultos, se utiliza actina como control. Las células infectadas presentan presencia del RNA viral. B) 

Cardiomiocitos de ratones recién nacidos y adultos infectados con CVB3-eGFP a MOI≈1 y 

observados al microscopio de fluorescencia. Se observan células fluorescentes en las infecciones 

con CVB3-eGFP. 

         A  
 
 
 
 

     
     B 
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iv. Se observó una menor susceptibilidad a la infección en los cardiomiocitos de 

animales adultos 

A continuación se analizó si la disminución en los niveles del mRNA de CAR en los 

cardiomiocitos derivados de ratones adultos correlacionaría con una disminución en la 

susceptibilidad a la infección de estas células. La titulación de los sobrenadantes celulares y  la 

cuantificación del RNA viral de estas células demostró una menor susceptibilidad a la infección 

en los cardiomiocitos derivados de animales Ad al compararlos con los RN (Figura 32). 

 

 

  

 

Figura 32. Susceptibilidad a la infección de cardiomiocitos de ratón recién nacido y adulto. 

A) Titulación de sobrenadantes celulares de cardiomiocitos de RN y Ad (Ad) 24 hs pi. Se observa 
menor susceptibilidad a la infección por CVB3 en los cardiomiocitos derivados de ratones Ad.  B) 
qPCR de Entero de cardiomiocitos aislados de ratones RN y Ad. Coherente con lo observado en la 
titulación, se observa menores niveles de RNA viral en los cardiomiocitos derivados de ratones Ad. 
* p < 0,05 

A                                                  B 
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3-C. Análisis de la susceptibilidad en ratones de cepas distintas. 

Como ya se ha mencionado, los modelos murinos son de mucha utilidad para el estudio de la 

miocarditis viral inducida por CVB3. Sin embargo, existen variaciones entre las cepas murinas 

que determinan la patología resultante. Se conoce que la susceptibilidad varia con la cepa del 

ratón utilizada (Hsu et al. 2000; Ahn et al. 2008; Jakel et al. 2009; Li et al. 2009), mientras que 

en resultados ya mostrados pudimos observar una variación en los niveles de CAR con la edad 

(Figura 30). Fue en este contexto que surgió el interés de analizar los niveles de CAR como 

eventual causa de la susceptibilidad diferencial entre ratones de la misma edad de las cepas 

C3H/HeJ y C57BL/6. 

i. Menor susceptibilidad a la infección viral en ratones C57BL/6 

Se analizó la susceptibilidad a la infección viral en ratones de las cepas C3H/HeJ y C57BL/6. 

Animales de 5 semanas de edad fueron inoculados con 2,2 x 104 UFP de CVB3 y las muestras 

de corazón se cosecharon a 3 dpi para evaluar el título viral. Los resultados mostraron un 

aumento en el título viral en corazones de los animales C3H/HeJ comparados con los C57BL/6 

(Figura 33). 

 

 

 

Figura 33. Título viral en las dos cepas de ratones a 3 dpi. 

Titulación de corazones aislados de ratones C57BL/6 y C3H/HeJ a 3 dpi luego de la 

infección con CVB3. Se observa menor título viral en corazones aislados de ratones 

de la cepa C57BL/6. ** p < 0,01 
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ii. Menor grado de injuria tisular en ratones C57BL/6 

Se analizaron los niveles de injuria tisular en ratones de las cepas ya mencionadas a 7 y 10 dpi. 

Los resultados mostraron un aumento en la patología en los animales C3H/HeJ comparados 

con los C57BL/6, en correlación con la mayor susceptibilidad a la infección de esta cepa (Figura 

34). 

 

iii. Menores niveles de CAR en ratones C57BL/6 

Habiéndose observado diferencias en la susceptibilidad a la infección por CVB3 entre ratones 

C3H/HeJ y C57BL/6 se procedió a evaluar en los mismos los niveles del receptor en el tejido 

cardíaco. Los resultados obtenidos mostraron que los ratones de la cepa C3H/HeJ presentaron 

mayores niveles del mRNA de CAR en corazón (Figura 35), lo que podría justificar su mayor 

susceptibilidad a la infección. 

 

Figura 34. Daño tisular en C3H/HeJ y C57BL/6  

Tanto a 7 como a 10 dpi se observa mayor daño en los corazones de los animales C3H/HeJ, 

con una mayor aparición de focos inflamatorios.  
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Figura 35. Niveles de CAR en ratones de las cepas C3H/HeJ y C57BL/6 

Se observa mayores niveles del receptor en la cepa C3H/HeJ. * p < 0,05 
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Discusión 

Aunque las células madres embrionarias murinas han sido cultivadas por casi 20 años, las 

condiciones de cultivo para las hESC han permanecido elusivas y han tomado de los 

investigadores mucho más tiempo para definir estas complejas condiciones. Las células madres 

embrionarias humanas fueron descubiertas hace una década, luego que Thomson y col. 

desarrollaron un sistema de cultivo que podía mantener a las hESC en un estado 

indiferenciado indefinidamente (Thomson et al. 1998). En años recientes, múltiples protocolos 

se han desarrollado para producir células adultas in vitro. Kehat y col., fueron los primeros en 

demostrar que las hESC pueden diferenciarse a cardiomiocitos (Kehat et al. 2001). Múltiples 

publicaciones posteriores probaron que estas células eran cardiomiocitos maduros, como 

definían a los mismos sus expresiones génicas y proteicas, así como sus propiedades 

fisiológicas (Xu et al. 2002; He et al. 2003). Aunque los cardiomiocitos derivados de hESC 

probablemente retienen aspectos relacionados a su origen fetal son, no obstante, lo 

suficientemente maduros para latir espontáneamente y para responder a señales de su 

superficie celular, tales como la incubación con noradrenalina, que rápidamente incrementa su 

tasa de latidos. 

Relativamente pocos estudios han evaluado la expresión de CAR en las hESC. Un trabajo 

reciente ha reportado diferencias significativas en las tasas de infección de adenovirus entre 

distintas líneas de hESC, correlacionando estas diferencias con los niveles de expresión de CAR 

(Brokhman et al. 2009). En la línea celular estudiada en este trabajo HUES-5, los niveles del 

transcripto de CAR fueron encontrados siempre en forma más abundantes en hESC que en las 

hESC-CM, un hallazgo que concuerda con los niveles de expresión encontrados en los tejidos 

cardíacos embrionarios y adultos (Freimuth et al. 2008).  

Con respecto a DAF, una proteína presente en la superficie de los cardiomiocitos normales 

(Zimmermann et al. 1990), su respectivo mRNA fue expresado en la línea celular estudiada. Sin 

embargo, en contraste a CAR, los niveles de mRNA fueron superiores en hESC-CM que en las 

hESC, menos diferenciadas. 

Tanto CAR como DAF han sido implicadas en la infección por CVB. Los eventos moleculares 

subyacentes al ingreso de CVB han sido descriptos para células polarizadas (Coyne et al. 2006) 

y no polarizadas (Patel et al. 2009) y la ausencia de CAR específicamente en corazón ha 

demostrado proteger contra la miocarditis viral inducida por CVB3 (Kallewaard et al. 2009; Shi 
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et al. 2009). Sin embargo, los mecanismos exactos involucrados en la infección de 

cardiomiocitos por CVB permanecen desconocidos. 

Más aún, algunos aspectos de la infección podrían ser específicos para las células humanas. 

Por ejemplo, CVB puede interactuar con CAR humano y murino. Sin embargo, a diferencia del 

DAF humano, los CVB no se unen a la proteína análoga al DAF murino (Spiller et al. 2000) 

excluyendo el uso de un modelo murino apropiado. Adicionalmente, el diseño de un sistema 

modelo in vitro humano ha sido obstaculizado por dificultades con el cultivo de cardiomiocitos 

humanos derivados de tejido cardíaco adulto así como también por la baja disponibilidad de 

cultivos de células cardíacas de origen fetal (Kandolf et al. 1999). El surgimiento de las células 

madres embrionarias y los protocolos para su diferenciación a cardiomiocitos ha permitido la 

investigación moderna al superar estos problemas. Luego de verificar la presencia de los 

receptores virales en nuestra línea celular, hemos subsecuentemente demostrado la 

susceptibilidad a la infección por CVB. Estudios pioneros por Feuer y col., realizados en ratones 

revelaron que CVB3 infecta de forma preferencial a las células madres neurales proliferativas 

localizadas en el sistema nervioso central neonatal (Feuer et al. 2003; Feuer et al. 2005). En 

nuestro estudio, hemos extendido estas observaciones demostrando que tanto las hESCs 

como las hESC-CM presentaban susceptibilidad a la infección por CVB.  

Varios trabajos sugieren que el estado de la célula huésped puede jugar un rol en el resultado 

de la infección por CVB. En este sentido, la proliferación aparece como favorecedora de la 

infección productiva de CVB (Tabor-Godwin et al. 2010), y quizás también contribuye a 

aumentar  la replicación de CVB observada en las hESC cuando son comparadas con las hESC-

CM. 

Los datos presentados aquí concuerdan con previos estudios realizados con cardiomiocitos 

derivados de tejido fetal humano (Kandolf et al. 1985) o de ratón recién nacido (Gomez et al. 

1993).  

Recientemente, se ha reportado la caracterización de la infección de cardiomiocitos murinos 

utilizando la línea de cardiomiocitos relativamente reciente HL-1 (Pinkert et al. 2011). Si bien 

estos resultados son muy interesantes y podrán aportar concretos avances en ciertas áreas, el 

hecho que sea una línea originalmente derivada de aurícula hacen prever que existan 

importantes diferencias, ya que la aurícula es solo infrecuentemente afectada en la miocarditis 

murina inducida por CVB3. Existen muy pocos trabajos que han utilizado cardiomiocitos 
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murinos provenientes de animales recién nacidos para caracterizar la infección de CVB (Seko 

et al. 1990; Gomez et al. 1993; Pinkert et al. 2011) y ninguno, en lo mejor de nuestro 

conocimiento, que haya utilizado cardiomiocitos provenientes de animales adultos. Con 

respecto a los resultados observados en nuestros modelos murinos in vitro, ambos modelos 

resultaron ser útiles a fin de caracterizar la variación en los niveles de receptor CAR 

encontrados entre los cardiomiocitos obtenidos de animales recién nacidos y los adultos y su 

correlación con la susceptibilidad a la infección por CVB3. Más aún, observamos que ambos 

tipos celulares fueron susceptibles a la infección por CVB3-eGFP y que esta infección pudo ser 

observada, hecho esperable pero no garantizado, ya que CVB3-eGFP replica en forma mucho 

más lenta que su variante parental CVB3. Estudios utilizando estos modelos podrán contribuir 

a detallar los mecanismos y las eventuales diferencias que podrían existir entre cardiomiocitos 

adultos y de animales recién nacidos, logrando un mejor entendimiento de los mecanismos 

que generan la susceptibilidad diferencial observada con la edad tanto en la patogénesis de la 

miocarditis viral murina como en última instancia, en la humana. Por otro lado, es de esperar 

que el contar con un virus CVB3 fluorescente nos permitirá caracterizar el mecanismo utilizado 

por este virus para ingresar en los cardiomiocitos, desconocido hasta el presente así como la 

interacción del RNA viral con sensores dentro del cardiomiocitos que podrían estar 

involucrados en mecanismos antivirales tales como la producción de IFN-I. 

En el modelo in vivo, los resultados obtenidos mostraron una variación en los niveles del 

receptor CAR entre las dos cepas estudiadas, el cual se vio acompañado a una susceptibilidad 

diferencial a la infección. Por lo tanto, considerando que tanto los resultados en el modelo in 

vitro humano y murino, como a resultados previos en los cuales se analizo la susceptibilidad a 

la infección por CVB en el SNC acorde al desarrollo y la disminución en los niveles del receptor 

(Feuer et al. 2003; Feuer et al. 2005) y que la eliminación cardioespecífica de CAR conduce a 

una ausencia de MV inducida por CVB3 (Kallewaard et al. 2009; Shi et al. 2009), la expresión 

del mismo parecería ser un determinante mayor de la susceptibilidad de las células cardiacas a 

la infección por CVB3. 

Dentro de este contexto, es importante mencionar que otros factores pueden contribuir 

además de los niveles de CAR a la susceptibilidad a la infección por CVB3, incluyendo, por 

ejemplo, los niveles de IFN-I, que como mencionamos previamente es una importante 

citoquina antiviral. 



Patogénesis molecular en la infección experimental por virus Coxsackie B3 

 
 

III-20 
 

La posibilidad de realizar estudios con cardiomiocitos aislados en los que se altere la expresión 

de CAR o de las diversas citoquinas antivirales (como IFN-Iβ) y se evalúe la susceptibilidad a la 

infección, permitirán determinar la importancia de estos parámetros en la susceptibilidad a la 

infección por CVB3.  
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2. Infección de macrófagos por CVB 

Como se mencionó en la introducción, los macrófagos serían células claves en las patologías 

cardíacas asociadas a CVB. Es por eso que se buscó analizar la susceptibilidad a la infección de 

éstas células, su grado de activación y las moléculas asociadas a dicha activación. 

i. Susceptibilidad a la infección 

Se analizó la susceptibilidad a la infección viral por macrófagos murinos de la línea celular 

J774.1. Las células fueron infectadas a una MOI ≈ 1 y se evaluó la infectividad de los 

sobrenandantes celulares (Figura 36A) y la presencia de RNA viral en las mismas (Figura 36B).  

 

Los resultados mostraron una baja susceptibilidad a la infección por CVB3 medida en el 

sobrenadante hasta las 30 hs pi. Sin embargo, el RNA viral podría permanecer dentro de la 

célula por más tiempo, pudiendo detectarse a bajos niveles hasta el día 3 pi inclusive. 

ii. Citoquinas y marcadores de activación en la infección 

A continuación se analizaron los niveles de expresión del mRNA de IFN-Iβ e iNOS.  Muestras de 

J774.1 infectadas por 1h a 37ºC con una MOI ≈ 1 se cosecharon desde las 6 a las 24 hs pi. De 

acuerdo a lo esperado, se observó un aumento en los niveles de iNOS e IFN-Iβ en forma 

paralela a la disminución de los niveles de RNA viral en función del tiempo pi (Figura 37).  

 

Figura 36. Titulación viral y PCR de J774.1. 

A) Se titularon los sobrenadantes de infección de las células J774.1 infectadas con CVB3 viéndose 

una caída del virus infectivo a las 24 hs pi; B) Se analizó la presencia de RNA viral en las células 

J774.1, detectándose la persistencia del RNA viral hasta los 3 dpi inclusive. 

A          B 
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iii. Estado de activación y susceptibilidad a la infección 

Para analizar la relación entre el estado previo de activación de los macrófagos y la 

susceptibilidad a la infección viral, se trataron las células con PMA o LPS disueltos en DMEM 

con 10% de SFB. Como control se trataron células solo con DMEM con 10% de SFB. La 

activación de los macrófagos se confirmo por qPCR de iNOS (como marcador de CAMΦ) 

(Figura 38) en forma previa a la infección viral.  

 

Figura 37. Relación entre los niveles de iNOS, IFN-Iβ y CVB3 en J774.1.  

Coincidente con una activación clásica de los macrófagos se observa un aumento en los 

niveles de iNOS como consecuencia de la infección viral. Asimismo, se observa un aumento 

en los niveles de IFN-I β, coincidente con una respuesta antiviral. 



Patogénesis molecular en la infección experimental por virus Coxsackie B3 

 
 

III-23 
 

 

Confirmada la activación de las células se procedió a la infección de las mismas a las 24 hs de la 

activación a MOI ≈ 1. La titulación de los lisados celulares mostró una disminución significativa 

en la susceptibilidad a la infección en las células pretratadas con PMA o LPS (Figura 39), 

mientras que mostraron menores niveles de IFN-Iβ (Figura 40) acorde a la menor cantidad de 

virus. 

 

Figura 38. Activación de macrófagos.  

A) qPCR de iNOS para células J774.1 tratadas con PMA, LPS o control. Se observa un aumento 

significativo en los niveles de mensajero de iNOS en las células pretratadas con ambas drogas. B) WB 

de iNOS en células J774.1 tratadas con PMA, LPS o control. Similar a los resultados observados en la 

qPCR, se observa un aumento en los niveles de iNOS. A la derecha se muestra un WB representativo. 

* p < 0,05 

                   A   
 
 
 
 
 

 

 

B  
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Figura 40. Niveles de IFN-Iβ.  

qPCR de IFN-Iβ en las células J774.1 pretratadas o no con PMA o LPS e 

infectadas con CVB3 (MOI ≈ 1). Se observa una disminución en los niveles 

de esta citoquina en las células pretratadas con PMA o LPS. 

 

Figura 39. Susceptibilidad a la infección viral en macrófagos activados.  

A) Se muestran los resultados de la titulación de los extractos celulares de células J774.1 infectadas con 

CVB3 (MOI ≈ 1)  y pretratadas o no con PMA o LPS. Se observa una menor susceptibilidad a la infección 

en las células preactivada. B) qPCR de Entero de las células J774.1 pretratadas o no con PMA o LPS e 

infectadas con CVB3 (MOI ≈ 1). Los resultados coinciden con lo observado en la titulación. 

A                   B                                                         

 



Patogénesis molecular en la infección experimental por virus Coxsackie B3 

 
 

III-25 
 

iv. La infección de los macrófagos por CVB3 produce cambios en los niveles de 

Gal-3 

Como ya se mencionó en la introducción, la secreción de Gal-3 en macrófagos se ve asociada a 

un fenotipo AAMΦ (MacKinnon et al. 2008), aunque también se ha visto aumentada en la 

activación clásica (Novak et al. 2011). Con el objetivo de analizar las consecuencias de la 

infección de los macrófagos por CVB3 en los niveles de Gal-3 tanto a nivel transcripcional como 

traduccional y en la proteína secretada, se procedió a infectar las células (MOI ≈ 1) como en los 

casos anteriores y se cosecharon muestras de células a 1 y 2 dpi para extracción de RNA y 

proteínas, y de sobrenadantes para evaluar mediante ELISA los niveles de Gal-3 secretados. Los 

resultados muestran un aumento en los niveles de Gal-3 tanto a nivel transcripcional y 

traduccional como en los niveles de Gal-3 secretados (Figura 41). 
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Figura 41. Aumento en los niveles de Gal-3. 

A) qPCR de Gal-3 a 1 y 2 dpi, se observa un aumento en los niveles de mRNA de Gal-3 en las células 

infectadas; B) WB a 1 dpi de Gal-3, se observa un aumento en los niveles proteína de Gal-3 y un WB 

representativo; C) ELISA de sobrenadantes de Gal-3 a 1 y 2 dpi, los resultados coinciden con los 

antes mostrados para el mRNA y las proteínas, viéndose un aumento a ambos tiempos en las 

células infectadas. * p < 0,05; ** p < 0,01 

 

A 
 
 
 
 
 
 
 
   B 
 
 
 
 
 
 
 
 
     C 
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Discusión 

La vasta mayoría de las infecciones virales resultan en una alteración del funcionamiento del 

sistema inmune del huésped ya sea porque tienen como blanco principal para su replicación a 

algunos de sus componentes celulares o bien porque como consecuencia de su replicación se 

genera la inducción de diversas citoquinas, quimioquinas y otros factores que son capaces de 

afectar la respuesta inmune (McChesney et al. 1987). En este sentido, en el caso de CVB, 

trabajos pioneros utilizando técnicas de hibridización in situ para la detección de RNA 

enteroviral en un modelo murino de infección experimental por CVB3, pudieron precisar que 

durante la fase aguda el virus podía ser detectado en varios órganos incluyendo bazo y 

ganglios linfáticos. En el bazo, la gran mayoría de las células infectadas se localizaban en la 

periferia de los folículos linfoideos y expresaban un fenotipo característico de células pre B y 

de linfocitos B. Si bien el RNA viral también pudo ser detectado en menor cantidad en otras 

células incluyendo linfocitos helper CD4+ y células Mac-1+, el genoma enteroviral no pudo ser 

detectado en células identificadas como linfocitos citotóxicos/supresores CD8+ (Klingel et al. 

1996). Pocos años después, el rol de los linfocitos B durante la infección con CVB3 pudo ser 

precisado y más allá de confirmar que los linfocitos B son susceptibles a la infección por CVB3 

pudo ser demostrado que era a través de una infección productiva que involucraba 

aproximadamente entre el 1 al 10% de las células. Sorprendentemente, dado el nivel de 

detección de RNA viral en estas células, y el hecho de que los linfocitos B expresan niveles 

apenas detectable de CAR, se sugirió que debía existir otra forma de entrada en estas células 

por parte de este virus. El mismo estudio demostró que había ausencia de depleción de 

linfocitos B consecutiva a la infección, indicando que estas células no explicarían la 

inmunodepresión transitoria que había sido reportada previamente. Interesantemente, la 

replicación viral y su subsecuente diseminación fueron detectadas retrasadas en ratones  

carentes de linfocitos B, consistente con que los linfocitos B juegan un importante rol en la 

inicial multiplicación y/o distribución del virus a diferentes órganos (Mena et al. 1999). 

Ha sido reportado que CVB3 es incapaz de replicar en una línea celular de origen monocitario o 

en células mononucleares de sangre periférica indicando que la susceptibilidad a la replicación 

viral podría depender del estado de diferenciación y maduración de las células. A fin de 

confirmar esta hipótesis, los investigadores estudiaron la susceptibilidad a la infección por 

CVB3 utilizando unidades formadoras de colonias macrofágicas-granulocíticas y en líneas 

celulares hematopoyéticas con varios estadios de diferenciación y maduración simultáneos. 
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Los resultados fallaron en establecer una correlación con el estadio madurativo de este tipo 

celular y la susceptibilidad a la infección por CVB3 (Vuorinen et al. 1996). Por otro lado, y con 

respecto a la eventual susceptibilidad y alteración de la funcionalidad de los macrófagos por la 

infección con CVB, también ha sido publicado que CVB3 es capaz de multiplicarse en 

monocitos humanos sin afectar su viabilidad, en forma similar a lo observado en linfocitos B 

murinos y en contraste con el efecto lítico observado en la mayoría de los tipos celulares 

estudiados a la fecha, y que como resultado de la replicación viral, se producía inducción y 

secreción de diversas citoquinas proinflamatorias tales como IL-1, IL-6 y TNFα (Henke et al. 

1992).  Quizás, por un relativamente corto período de tiempo, las citoquinas inducidas por 

CVB3 podrían ser beneficiosas para el huésped ya que estas moléculas representan factores 

esenciales requeridos para una respuesta antiviral efectiva. Sin embargo, si los 

monocitos/macrófagos que llegan al corazón se mantienen infectados y continúan liberando 

citoquinas, las consecuencias podrían resultar en el daño tisular, incluyendo al tejido no 

infectado. Más aún, varias de esta moléculas incluyendo IL-1, TNFα, y NO afectan 

deletereamente y en forma marcada, el funcionamiento de las células cardíacas (Gulick et al. 

1989; Henke et al. 1992; Balligand et al. 1993). 

En el caso específico del rol de los macrófagos durante una infección viral, estos tienen un rol 

crucial en la respuesta inmune innata y adaptativa a los virus y son mediadores críticos en los 

procesos inflamatorios cruciales para la contención y eliminación del patógeno viral. Sin 

embargo, la inflamación también se asocia a procesos deletéreos en el ambiente tisular, y por 

lo tanto debe ser reprimida para permitir una curación completa. Los macrófagos, entonces, 

también participan en la resolución de la inflamación al producir otras citoquinas y 

quimioquinas, ahora anti-inflamatorias, y eliminando los restos celulares. Los macrófagos por 

lo tanto, pueden exhibir propiedades pro y antiinflamatorias, dependiente el estadio de la 

enfermedad y las señales recibidas, como por ejemplo el balance inflamatorio en el 

microambiente (Laskin et al. 2011). 

Ante la escasez de estudios previos, fue que se decidió en este trabajo caracterizar la infección 

de macrófagos murinos por CVB3 utilizando la linea J774.1 como modelo. En base a los 

resultados obtenidos, se pudo comprobar la susceptibilidad de los macrófagos murinos a la 

infección por CVB3. Sin embargo, los títulos virales en los sobrenadantes se detectaron a 

niveles relativamente bajos e incluso no pudieron ser detectados después de las 24 hs pi. En 

contraste, la detección de RNA viral en las células continuó al menos hasta 3 dpi, fin de la 
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etapa en estudio. Por otro lado, la infección por CVB3 fue capaz de inducir la expresión de 

mRNA de iNOS e IFN-Iβ, cuyas respectivas proteínas podrían participar en la respuesta 

proinflamatoria y antiviral. Como se mencionó previamente en la Introducción, la persistencia 

del genoma y proteínas virales en células presentadoras de antígenos podría generar in vivo 

una respuesta inflamatoria crónica, la cual, en el caso del miocardio infectado por CVB3, se 

podría asociar a la CMD (Mogensen 1979). La inducción de la expresión de iNOS en macrófagos 

había sido confirmada previamente in vivo en la miocarditis experimental inducida por CVB3 

como un factor crítico en la inhibición de la replicación viral ya que la inhibición farmacológica 

de iNOS o su ausencia en ratones KO conduce a elevados títulos virales cuando comparados 

con ratones sin tratamiento o WT (Lowenstein et al. 1996; Zaragoza et al. 1998). Por otro lado, 

se observó que el tratamiento de macrófagos con un inhibidor especifico de iNOS (NG-nitro-l-

arginina metil éster) en condiciones in vitro, conducía a una susceptibilidad aumentada en 

células de la línea de macrófagos murinos RAW264.7, demostrando la importancia de esta 

proteína en controlar la infección de macrófagos por CVB3 (Hiraoka et al. 1996). Con respecto 

al IFN-Iβ, es sabido que este induce la expresión de cientos de genes para combatir infecciones 

virales en todas las células nucleadas (Macmicking 2012).  

El hecho de que la infección de la línea de macrófagos murinos J774.1 por CVB3 induzca la 

expresión de iNOS e IFN-Iβ, ambos asociados al control de la infección viral, sugieren la 

importancia de este tipo celular en la patogénesis de la infección viral, y en particular, en la 

miocarditis viral. Considerando que el IFN-Iβ y la iNOS muy probablemente sean sólo algunos 

dentro de una variedad de citoquinas pro-inflamatorias producidas en la infección viral por 

estas células, es que puede especularse que los macrófagos infectados podrían tener un rol 

perjudicial en el tejido miocárdico infectado. Por lo tanto, la infección de macrófagos por 

CVB3, la persistencia de su genoma y la liberación de citoquinas y otras moléculas podrían 

contribuir al daño cardíaco observado en la miocarditis murina inducida por CVB3. 

Con respecto a las consecuencias que tendría el estado de activación previo sobre la 

susceptibilidad a la infección por CVB3, el tratamiento de las células J774.1 con PMA o LPS 

condujo a una subsecuente disminución en la susceptibilidad a la infección por CBV3 medida 

tanto por la caída del título de infectividad viral en los sobrenadantes celulares como por la 

cantidad de RNA viral presente en las células. Esta disminución en la susceptibilidad viral 

correlacionó positivamente con un aumento en lo niveles de iNOS, asociados a un fenotipo 

CAMΦ, y negativamente con los niveles de mRNA de IFN-Iβ respecto de los valores obtenidos 
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en las células sin tratar utilizadas como controles. Es decir que la disminución en la 

susceptibilidad a la infección viral no se asoció a mayores niveles de IFN-Iβ, sino de iNOS. Por lo 

tanto, en el contexto de la infección de macrófagos activados por CVB3, el NO derivado de 

iNOS parecería ser más importante en regular la replicación de CVB3 que el IFN-Iβ.  

La Gal-3 es una lectina animal inicialmente conocida por ser altamente expresada y secretada 

por macrófagos (Sato et al. 1994; Liu et al. 1995). Posteriores trabajos han demostrado que 

numerosos patógenos de distintos géneros pueden inducir cambios en la expresión, actividad y 

secreción de Gal-3 en diversos tipos celulares. En este sentido, se ha reportado que la 

expresión génica de Gal-3 es inducida por Helicobacter pylori (Fowler et al. 2006), mientras 

que la expresión génica y proteica es inducida en respuesta a infecciones HIV, virus Junín y 

Trypanosoma cruzi (Schroder et al. 1995; Vray et al. 2004; Jaquenod De Giusti et al. 2011). La 

secreción de Gal-3 por células epiteliales gastricas aumenta en respuesta a la infección por H. 

pylori (Fowler et al. 2006) y en neutrófilos por Streptococcus pneumoniae (Sato et al. 2002; 

Nieminen et al. 2008) y en el modelo murino de infección por S. pneumoniae induce el 

reclutamiento de neutrófilos (Sato et al. 2002; Nieminen et al. 2008). En la infección por HSV-1 

se pudo comprobar que Gal-3 tiene efectos proinflamatorios en monocitos, macrófagos y 

neutrófilos, células involucradas en regular la severidad y duración de las infecciones (King et 

al. 2009).  

Se han demostrado una amplia variedad de actividades biológicas de Gal-3 in vitro. Esta lectina 

activa varios tipos celulares, incluyendo mastocitos (Frigeri et al. 1993), neutrófilos (Yamaoka 

et al. 1995), monocitos/macrófagos (Liu et al. 1995) y linfocitos (Dong et al. 1996; Hsu et al. 

1996). También se la asociado a procesos de adhesión celular (Sato et al. 2002; Fowler et al. 

2006). Estas funciones extracelulares sugieren un posible rol de esta proteína en las reacciones 

inmunes y respuestas inflamatorias. Por lo tanto, las funciones de Gal-3 parecerían ser 

multifacéticas extendiéndose tanto al compartimiento intracelular como extracelular. Debido a 

su amplia distribución tisular y sus efectos variados en muchos sistemas, Gal-3 parecería estar 

involucrada en una variedad de procesos fisiológicos y patológicos.  

Con el fin de elucidar en forma más precisa las funciones biológicas de Gal-3 en el contexto de 

la infección por CVB3 y la patología asociada, analizamos la regulación en la expresión de esta 

lectina en macrófagos como consecuencia de la infección por CVB3. 
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En lo mejor de nuestro conocimiento, creemos que este trabajo es el primero en estudiar la 

expresión de Gal-3 asociada a la infección por CVB3.  Nuestros resultados mostraron que la 

infección de la línea de macrófagos J774.1 por CVB3 condujo a un aumento de Gal-3 a nivel 

transcripcional, traduccional y de proteína secretada al sobrenadante. Es interesante notar que 

aunque en ocasiones la expresión de Gal-3 se ha visto asociada a la activación alternativa de 

macrófagos (Li et al. 2008; MacKinnon et al. 2008), otros estudios le otorgan a esta lectina un 

rol pro-inflamatorio (Hsu et al. 2000; Zuberi et al. 2004; Novak et al. 2011), sugiriendo que la 

asociación de su expresión puede variar en cada situación particular. Para el caso de la 

infección de macrófagos por CVB3, nuestros resultados muestran que su inducción se 

encuentra acompañada de una sobreexpresión de iNOS, marcador de CAMΦ, indicando que 

esta lectina estaría asociada a una respuesta proinflamatoria en la infección por CVB3.  

Estos resultados muestran la importancia de integrar este tipo celular y las citoquinas y 

moléculas estudiadas en la infección por CVB3 y los mecanismos patogénicos involucrados que 

conducen a MV y CMD. Por ello, fue de interés estudiar el rol de los macrófagos, su depleción y 

la ausencia de Gal-3 durante la infección murina por CVB3 y sus consecuencias en la fibrosis 

cardíaca inducida.  
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3. Rol de los macrófagos en la miocarditis viral y la fibrosis 

Como se mencionó en la Introducción los macrófagos son células de la inmunidad innata 

importantes en la eliminación de patógenos y la presentación antigénica (Mogensen 1979). Sin 

embargo, el proceso inflamatorio generado puede conducir a un elevado daño tisular (Henke 

et al. 1992). Hasta el momento, aquellos trabajos que analizaron el rol de los macrófagos y Gal-

3 en el daño y reparación de tejidos, lo hicieron a partir de la generación de daño mecánico o 

farmacológico (Duffield et al. 2005; Henderson et al. 2006; Henderson et al. 2008; Dragomir et 

al. 2012). Trabajos anteriores demostraron que la depleción de macrófagos por sílica en 

ratones BALB/c aumentaban la mortalidad inducida por CVB3 (Rager-Zisman et al. 1973). Sin 

embargo, a pesar de que la sílica es capaz de bloquear la actividad fagocítica de los 

macrófagos, es posible que muchos macrófagos encontraran partículas de sílica en 

concentraciones subletales. Esto conduciría a la activación de los mismos, aumentando la 

producción y secreción de diversas citoquinas proinflamatorias y NO. Estos eventos podrían 

aumentar el daño producido por los macrófagos en la infección siendo por lo tanto incierto el 

rol de los mismos en la MV (van Rooijen et al. 1997).  

Dentro de este contexto, surgió el interés de evaluar el rol de los macrófagos y Gal-3 en la 

miocarditis inducida por CVB3, tanto en la etapa aguda (evaluando su capacidad de controlar 

la infección) como en la crónica (asociándolos a procesos fibróticos). Para ello, animales 

C3H/HeJ de 5 semanas de edad fueron inoculados IP con CVB3 y depletados o no de 

macrófagos a distintos tiempo pi. La depleción de macrófagos se realizó mediante la inyección 

de Liposomas con clodronato (LipClod) y fue confirmada por citometría de flujo de muestras 

de bazo en la que se analizó el porcentaje de células que pertenecían a monocitos, células 

precursoras de los macrófagos. Los resultados mostraron una disminución del 60% en el 

porcentaje de células blancas correspondientes a monocitos, coherente con la depleción 

buscada (Figura 42).  
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3-A. Rol de los macrófagos en las etapas aguda y subaguda de la 

miocarditis viral 

i. Esquema de depleción 

Para el análisis del rol de los macrófagos en las etapas aguda y subaguda de la miocarditis viral 

se deplecionaron los animales desde el día 0 pi y cada 5 días con una dosis de LipClod de 10 

µl/g de peso y se inocularon con 2,2 x 104 UFP de CVB3 al día 0. Las muestras se cosecharon a 3 

y 7 dpi según  fueran para etapa aguda o subaguda, respectivamente (Figura 43).  

 

 

Figura 43. Esquema de depleciones modelo agudo. 

Los animales se deplecionaron el día de la infección por inyección IP de 10 µl/g de LipClod. Se 

repitió la depleción al día 5 pi.  

 

Figura 42. Citometría de flujo de muestras de bazo de los ratones deplecionados.  

Se tomaron muestras de bazo de los ratones 48 hs después de la depleción y se analizaron por 

citometría de flujo, A) El 78% de las células blancas corresponden a monocitos/macrófagos; B) Luego de 

la depleción, este número disminuyó al 18%.  

A               B 
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ii. La depleción de macrófagos aumenta los títulos virales a 3 y 7 dpi 

Con el fin de estudiar en rol de los macrófagos en la infección por CVB3 se analizó la viremia y 

los niveles de virus infectivo en páncreas, corazón y bazo a 3 y 7 dpi. A ambos tiempos pi los 

animales depletados de macrófagos presentaron significativamente más virus en todas las 

muestras estudiadas (Figura 44A y B, respectivamente). 

 

iii. La depleción de macrófagos disminuye el daño tisular agudo  

Se analizó el daño tisular a 7 dpi. Los animales depletados de macrófagos presentaron menos 

daño tisular (Figura 45) a pesar de una mayor carga viral (Figura 44B) Estos resultados 

otorgarían un rol importante de los macrófagos en el daño tisular en la miocarditis viral 

causada por CVB3. 

  

Figura 44. La depleción de macrófagos aumenta los títulos virales.   

A) Log10TCID50/g o ml de diferentes muestras de tejidos de animales infectados (barras blancas) e 
infectados y depletados (barras negras) a 3 dpi. Los animales depletados mostraron mayores títulos 
virales en todas las muestras estudiadas. B) Log10TCID50/g o ml de diferentes muestras de tejidos de 
animales infectados (barras blancas) e infectados y depletados (barras negras) a 7 dpi. Los animales 
depletados mostraron mayores títulos virales en todas las muestras estudiadas. * p < 0,05, ** p < 
0,01 

A            B 
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La disminución en el daño en corazón y páncreas de los animales depletados no se atribuyó a 

una menor susceptibilidad a la infección por CVB3. 

iv. Infiltrado inflamatorio en la miocarditis viral 

Utilizando anti Iba1, un anticuerpo específico de macrófagos, se realizaron estudios IHQ con el 

fin estudiar la proporción de este tipo celular en el infiltrado celular presente en la miocarditis 

viral murina. Los resultados mostraron una elevada proporción de macrófagos en las lesiones 

inducidas por CVB3 y, como se esperaba, una marcada disminución de los mismos en los 

animales deplecionados (Figura 46). 

 

Figura 45. La depleción de macrófagos disminuye el daño tisular 

Tinción HE representative de secciones de corazón y páncreas a 7 dpi, i) corazón de animales no 
infectados, ii) corazon de animales infectados con CVB3, iii) corazon de animales infectados con 
CVB3 y deplecionados, iv) páncreas de animales no infectados, v) páncreas de animales 
infectados con CVB3, vi) páncreas de animales infectados con CVB3 y deplecionados. Los 
animales infectados muestras áreas de infiltración de macrófagos, las cuales se ven reducidas en 
los animales deplecionados. En cuanto al páncreas se observa menor proporción del mismo 
dañado. 

 

i         ii                                 iii 
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v. La depleción de macrófagos disminuye la expresión de Gal-3 e iNOS cardíacas 

inducidas por la infección 

A fin de correlacionar la histología cardíaca de los animales sacrificados a 7 dpi con la 

expresión tisular de Gal-3 e iNOS, se realizaron estudios IHQ con anticuerpos contra Gal-3 e 

iNOS. Los resultados mostraron una significativa mayor marcación focal tanto para iNOS como 

para Gal-3 en los animales infectados y ausencia de la misma tanto en los tejidos de los 

animales no infectados utilizados como control como en los infectados y deplecionados. Estos 

resultados sugieren que la expresión de las mencionadas moléculas está restringida 

principalmente a los macrófagos del exudado inflamatorio (Figura 47). 

 

Figura 46. Macrófagos e infiltrado inflamatorio.   

IHQ de Iba1 en corazones de animales Mock, infectados con CVB3 e infectados con CVB3 y 
depletados (CVB3+LipClod). La infección viral conduce a la aparición de un elevado foco inflamatorio 
con un alto porcentaje de macrófagos. Coherente con la depleción realizada, los corazones de los 
animales infectados y depletados de macrófagos no presentan elevada marcación de Iba1. 
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vi. La depleción disminuye los niveles de señales proinflamatorias 

Se evaluaron los niveles de Gal-3, iNOS (CAMΦ) y Arginasa I (AAMΦ) observándose diferencias 

entre los animales infectados y deplecionados y los sólo infectados. Como se podía esperar 

para el estadio agudo de la miocarditis, se observaron niveles elevados de mRNA de iNOS, 

asociado a un estadio proinflamatorio y Gal-3. Por el contrario, la Arginasa I, asociada a los 

AAMΦ se encontró disminuida en los animales infectados, lo que coincide con una respuesta 

mayoritariamente proinflamatoria a la infección por CVB3. Como se esperaba en los animales 

 

Figura 47. IHQ de Gal-3 e iNOS a 7 dpi.  

IHQ de corazones de animales 7 dpi. Los animales control no muestran una marcación importante 

para iNOS o Gal-3; por el contrario, en los animales infectados con CVB3 se observa gran cantidad 

de marca, ubicada en focos puntuales asociados a focos inflamatorios; finalmente, los animales 

deplecionados no muestran marcación para ninguna de estas proteínas, coincidente con la ausencia 

de macrófagos. 
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deplecionados comparados con los sin deplecionar, la depleción de macrófagos se tradujo en 

bajos niveles de los 3 mRNAs (Figura 48). 

 

vii. Gal-3 modula la replicación viral en varios tejidos 

A fin de profundizar el estudio de la relación entre Gal-3 y la infección viral, se procedió a 

analizar el rol de Gal-3 en la replicación viral utilizando animales C57BL/6 WT y C57BL/6 Gal-3 

KO. Para ello, ratones C57BL/6 Gal-3 KO de 4 semanas de edad fueron inyectados IP con 2,2 x 

104 UFP de CVB3. Sin embargo, debido a una inesperada elevada mortalidad (75%) el 

experimento debió repetirse utilizando animales de mayor edad de forma de disminuir la 

susceptibilidad utilizando animales C57BL/6 Gal-3 KO de 6 semanas de edad. Los resultados 

 

Figura 48. Niveles de mRNA de iNOS, Gal-3 y Arginasa I en la infección aguda.  
qPCR de iNOS, Gal-3 y Arginasa I en corazones a 3 dpi. Se observa mayor expresión de iNOS en los 
animales infectados, disminuyendo en aquellos deplecionados. Ocurre lo mismo con Gal-3, que 
tendría asociado un rol proinflamatorio. Por el contrario, Arginasa I disminuye ya que se trata de 
un marcador de AAMΦ, los cuales se expresan en el estadio crónico de la enfermedad. 
* p < 0,05 
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demostraron una disminución en el título viral en corazón y un aumento en páncreas a 3 dpi 

(Figura 49).  

 

viii. La inhibición de Gal-3 no afecta la replicación viral 

A fin de analizar el rol de Gal-3 extracelular en el contexto del modelo murino de miocarditis 

viral, animales C3H/HeJ de 5 semanas de edad fueron inoculados o no con un inhibidor 

altamente específico de Gal-3, N-Acetil-D-Lactosamina (Gal-3i) (Yu et al. 2012) por vía IP dos 

horas antes de la inoculación IP con 2,2 x 104 UFP de CVB3. A los 3 dpi se analizaron la viremia 

y la infectividad viral en muestras de tejidos de páncreas, corazón y bazo (Figura 50).  

     

Figura 49. Título viral en C57BL/6 Gal-3 KO. 

A) Log10TCID50/g en páncreas de C57BL/6 WT comparado con Gal-3 KO. Se observa un aumento en 

el título viral en corazón. B) Log10TCID50/g en corazón de C57BL/6 WT comparado con Gal-3 KO. Se 

observa una disminución en el título viral en corazón. * p < 0,05 

A               B 
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ix. La inhibición de Gal-3 disminuye el daño tisular 

A continuación se analizó el daño tisular en corazón de ratones control, infectados e infectados 

e inoculados con Gal-3i a 7 dpi. Se observa menor daño en los animales infectados y tratados 

con el Gal-3i que en los infectados (Figura 51).  

 

 

Figura 51. HE de de animales control, infectados o infectados con Gal-3i. 

Se observa menor cantidad de focos necróticos en los corazones de los animales infectados y 

tratados con el inhibidor de Gal-3. 

 

Figura 50. TCID50 en C3H/HeJ con o sin Gal-3i. 

Log10TCID50/g o ml a 3 dpi de animales infectados con (barras negras) o sin 

(barras blancas) inoculación de Gal-3i 2 hs antes de la infección. No se 

observan diferencias en los títulos virales.  
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3-B. Rol de los macrófagos en la etapa crónica de la miocarditis  

Como se mencionó en la Introducción, la respuesta inmune contra la infección viral se ha 

asociado a gran parte del daño observado en la miocarditis inducida por CVB3 (Fuse et al. 

2005; Esfandiarei et al. 2008). Luego de la etapa aguda, citoquinas antiinflamatorias como TGF-

β e IL-10 secretadas por células T regulatorias y AAMΦ promueven la resolución de la 

respuesta inmune y el reemplazo del tejido muerto por cicatrices fibróticas, mediante la 

activación de fibroblastos a miofibroblastos productores de colágeno (Papageorgiou et al. 

2012). En un trabajo de Duffield y col. (Duffield et al. 2005), se analizó el comportamiento 

diferencial de los macrófagos en la fibrosis hepática, mostrando que la eliminación de los 

mismos en distintas etapas del daño inducido por tetracloruro de carbono, resultaba en un 

aumento o disminución de la fibrosis, confirmando el rol diferencial de los CAMΦ y AAMΦ en 

esta patología.  

Teniendo en cuenta ese antecedente, se decidió analizar las consecuencias de la depleción de 

macrófagos en dos momentos distintos de la miocarditis viral y sus consecuencias sobre la 

fibrosis cardíaca. La depleción en el estadio agudo, que en el capítulo anterior mostró un 

aumento en los títulos virales y una disminución en la secreción de iNOS y Gal-3 junto con un 

menor daño tisular. Y la depleción en un estadio subagudo, luego de la eliminación completa 

del virus en los tejidos (14 dpi), donde los mismos tendrían un rol de AAMΦ, reparando el 

daño producido en la miocarditis aguda. 

i. Esquema de depleción 

Con el objetivo de analizar el rol de los macrófagos en el estadio crónico de la miocarditis viral, 

los animales fueron deplecionados de macrófagos por la inyección de 10 µl/g de Liposomas 

con Clodronato en dos condiciones de depleción distintas (Figura 52), a partir del día 0 para 

evaluar la ausencia de macrófagos en toda la infección y sus consecuencias sobre la fibrosis y a 

partir del día 14 para evaluar el rol de los macrófagos una vez eliminado el virus del organismo 

e infectados con 2,2 x 104 UFP de CVB3. Para mantener la depleción se repitieron las 

inyecciones cada 5 días.  
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ii. La depleción de macrófagos no conduce a la persistencia viral 

Con el objetivo de evaluar si la depleción de macrófagos en el estadio subagudo afecta la 

eliminación del virus del corazón generando su persistencia, proceso asociado con la 

inflamación crónica y la CMD, se realizó una extracción de RNA, RT y PCR para evaluar la 

presencia del RNA viral en las muestras de corazón a 30 dpi. Los resultados muestran ausencia 

del genoma viral por PCR (Figura 53), indicando que la ausencia de macrófagos no conduce a la 

persistencia viral. 

 

 

 

 

Figura 53. Análisis de la persistencia viral en corazón. 

Se realizó la extracción de RNA, la RT y PCR para evaluar presencia del genomal viral en corazón. No 

se pudo detectar la persistencia del mismo en 40 ciclos de PCR, indicando que la depleción de 

macrófagos, tanto a 0 como a 14 dpi no conduciría a la persistencia viral. Se muestran 2 muestras 

representativas de cada tratamiento y un control positivo de PCR para ambos primers. 

  

Figura 52. Esquema de depleción. 

Los animales se deplecionaron el día de la infección o a los 14 dpi por inyección IP de 10 µl/g de 

LipClod. Se repitió la depleción cada 5 días.  
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iii. La infección conduce a la aparición de focos fibróticos en corazón y reemplazo 

adiposo en páncreas 

Los tejidos de los animales sacrificados a 30 dpi no infectados, infectados e infectados y 

deplecionados a 0 y 14 dpi fueron analizados por tinción tricrómica de Masson en busca de 

lesiones fibróticas. No se observaron lesiones en páncreas ni corazón de los animales Mock 

(Figura 54A y B), mientras que en los infectados se observó un reemplazo adiposo cercano al 

100% en páncreas y focos fibróticos en corazón de los animales infectados con CVB3 (Figura 

54C y D). Sin embargo, los animales infectados y deplecionados a 0 dpi mostraron un menor 

daño en páncreas y menor cantidad de focos fibróticos en corazón (Figura 54E y F) que los 

animales infectados. Este resultado resultó llamativo considerando que estos animales 

presentaron mayor carga viral en ambos tejidos. Los animales infectados y deplecionados a 14 

dpi no parecerían presentar diferencias en el daño páncreas y corazón comparados con los 

animales infectados (Figura 54G y H). 



 

 

Figura 54. Tinción tricrómica de Masson de tejidos de animales sacrificados a 30 dpi.  

A) Páncreas C3H/HeJ Mock; B) Corazón C3H/HeJ Mock; C) Páncreas C3H/HeJ + CVB3H3, se observa 100% 

de reemplazo adiposo; D) Corazón C3H/HeJ + CVB3H3 con focos fibróticos (flecha blanca); E) Páncreas 

C3H/HeJ + CVB3H3 + LipClod 0 dpi, se observa un 15% de reemplazo adiposo; F) Corazón C3H/HeJ + 

CVB3H3 + LipClod 0 dpi, se observan unos pocos y pequeños focos fibróticos (flecha blanca);  G)  Páncreas 

C3H/HeJ + CVB3H3 + LipClod 14 dpi, se observa un 80% de reemplazo adiposo; H) Corazón C3H/HeJ + 

CVB3H3 + LipClod 14 dpi, se observan focos fibróticos (flecha blanca). 
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iv. La tinción con Sirius Red confirmó los cambios en la fibrosis 

La tinción con Sirius Red confirmo los resultados obtenidos con el tricrómico de Masson (Figura 

54B) ya que mostró la presencia de fibras de colágeno (Figura 55B) en el corazón de los 

animales infectados y sacrificados a 30 dpi, mientras los animales Mock y los infectados y 

deplecionados a día 0 pi no mostraron presencia significativa de fibras de colágeno (Figura 55A 

y C) mientras que los animales infectados y deplecionados a día 14 pi (Figura 55D) presentaron 

menos fibras de colágeno que los animales infectados (Figura 55B).  

 

v. Los marcadores de fibrosis variaron considerablemente 

Se realizaron estudios IHQ con el fin de detectar αSMA (marcador de miofibroblastos) y Gal-3 

(asociado a varios procesos de fibrosis, incluida la cardíaca) en los corazones de los distintos 

 

Figura 55. Tinción de PricoSirius Red de tejidos de animales sacrificados a 30 dpi.  

Tinción de PricoSiriusRed de A) corazón control a 30 dpi; B) corazón de animal infectado con 

CVB3H3 a 30 dpi, se observan fibras de colágeno (flechas blancas); C) corazón de animal infectado 

con CVB3H3 y deplecionado a 0 dpi, no se observan fibras de colágeno; D) corazón de animal 

infectado con CVB3H3 y deplecionado a 14 dpi, se observan fibras de colágeno (flechas blancas) en 

menor cantidad y tamaño que en B).  

A             B 

 

 
 

 

 

 

C            D 
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grupos de animales. Los resultados mostraron mayor cantidad de αSMA (Figura 56) como de 

Gal-3 (Figura 57) en los tejidos de los animales infectados e infectados y deplecionados a 14 

dpi,  comparados con los animales no infectados o los infectados y deplecionados a 0 dpi. 

 

 

Figura 56. IHQ de αSMA de animales a 30 dpi con o sin depleción de macrófagos.  

IHQ de αSMA de corazones de animales Mock (i), infectados con CVB3 (ii), infectados y depletados a 0 

dpi (iii) e infectados y depletados a 14 dpi (iv). Los animales Mock y los infectados y depletados a 0 dpi 

no presentan elevada marcación de αSMA, mientras que los animales infectados y los infectados y 

depletados a 14 dpi, presentan una elevada marcación de esta proteína. 

i             ii  

                  

 

 

 

 

iii                                             iv 
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A fin de confirmar los estudios previos se analizó por qPCR los niveles de mRNA de αSMA, TGF-

β1 y proColI (ya que se produce como un precursor que luego es clivado) en las distintas 

condiciones estudiadas. Los resultados mostraron un aumento de los niveles de αSMA, TGFβ y 

proColI en los animales infectados y los infectados y deplecionados a 14 dpi, mientras que en 

los animales deplecionados al momento de la infección se observaron niveles de αSMA, TGFβ y 

proColI similares a los de los animales Mock (Figura 58). 

 

Figura 57. IHQ de Gal-3 de animales a 30 dpi con o sin depleción de macrófagos.  

IHQ de Gal-3 de corazones de animales Mock (i), infectados con CVB3 (ii), infectados y depletados a 0 

dpi (iii) e infectados y depletados a 14 dpi (iv). Los animales Mock y los infectados y depletados a 0 dpi 

no presentan elevada marcación de Gal-3, mientras que los animales infectados y los infectados y 

depletados a 14 dpi, presentan una elevada marcación de esta proteína. 

i             ii  

                  

 

 

 

 

iii                                             iv 
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Figura 58. qPCR de marcadores de fibrosis.  

qPCR de αSMA, TGF-β1, proColI y Gal-3 como marcadores de fibrosis en corazón. Los animales 

deplecionados a 0 dpi presentan niveles de estos mensajeros similares a los animales Mock. Por el 

contrario, los animales infectados y los infectados y depletados a 14 dpi, mostraron niveles más 

elevados de estos tres marcadores. * p < 0,05; ** p < 0,01 
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Discusión 

Se ha demostrado que los macrófagos son componentes importantes de la defensa del 

huésped en la vía de ingreso, limitando la distribución del virus a los órganos blanco y la 

eliminación del mismo de los tejidos infectados (Mogensen 1979).  

Sin embargo, la situación podría ser más complicada ya que más tardíamente fueron 

descriptas distintas subpoblaciones de CAMΦ y AAMΦ con roles diferenciales en diversas 

patologías (Duffield et al. 2005; Sung et al. 2007; Fink et al. 2009; Dragomir et al. 2012). 

Mientras que los CAMΦ liberan citoquinas y mediadores proinflamatorios que contribuyen al 

daño, los AAMΦ disminuyen la inflamación y promueven la reparación de tejidos (Laskin 

2009). Los mecanismos y las consecuencias asociados a la activación de las distintas 

subpoblaciones de macrófagos en la MV inducida por CVB3 aún no han sido establecidos. 

En la MV aguda inducida por CVB3 se observa necrosis de cardiomiocitos junto a un exudado 

inflamatorio con predominio linfo-mononuclear. El daño cardíaco observado sería 

consecuencia del efecto lítico directo producido por la replicación viral junto al daño 

ocasionado por la respuesta inmune del huésped. En uno de los escasos trabajos previos 

realizados por otros, se observó un aumento en la mortalidad de animales infectados con 

CVB3 y deplecionados de macrófagos con sílica, comparados con los animales infectados y no 

deplecionados, lo que asignaría un importante rol a estas células en la patogénesis de la MV. 

Lamentablemente, este trabajo sufre de varias limitaciones comenzando por el mecanismo de 

depleción utilizado, que posteriormente se ha visto asociado a la activación secundaria de los 

macrófagos y que podría tener un rol deletéreo sobre la integridad tisular. Más importante 

todavía es que en el mencionado estudio no se incluyeron parámetros virales ni se realizó un 

estudio histopatológico y por lo tanto se desconoce si el aumento de mortalidad se debía a 

mayor replicación viral junto a un aumento de la patología asociada (Rager-Zisman et al. 1973). 

En otro estudio ya mencionado en esta Tesis, la depleción de células Mac-1 (que incluyen 

monocitos, macrófagos y células NK) condujo a menor daño cardíaco luego de la infección por 

EMCV (Hirasawa et al. 1996). Sin embargo, la depleción específica de células NK en la infección 

por CVB3 resultó en mayores títulos virales y daño cardíaco (Godeny et al. 1986) lo que hace 

en este caso más difícil la interpretación del rol exclusivamente de los macrófagos en la MV 

aguda. 
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Dentro de este contexto es que surgió la necesidad de evaluar el rol de los macrófagos en la 

MV inducida por CVB3. Como los macrófagos podrían presentar varias funciones en forma 

independiente, incluyendo su capacidad de controlar la replicación viral en la MV aguda, su 

capacidad de generar daño tisular durante la MV aguda y su rol en el proceso de reparación 

del tejido dañado una vez resuelta la inflamación fue que se decidió realizar el ensayo 

separando el estudio sobre el rol durante la MV aguda del eventual rol durante la MV crónica 

utilizando para ello distintos tiempos de depleción respecto a la infección viral. 

Los resultados obtenidos revelaron un importante rol de los macrófagos en el control de la 

infección viral durante la MV aguda inducida por CVB3 ya que la depleción de los mismos 

condujo a un aumento en el título viral en todos los tejidos estudiados. Estos resultados son 

coincidentes a los obtenidos durante un estudio relativamente similar realizado en la infección 

por virus dengue (Fink et al. 2009). En conjunto, estos resultados indicarían que los macrófagos 

serían muy importantes para la contención de la infección viral en el estadio inicial. 

Es de destacar que la depleción de los macrófagos en el estadio agudo, a pesar de resultar en 

mayores títulos virales en los tejidos estudiados, resultó en un menor daño tisular que el 

observado en los animales infectados sin deplecionar. Estos resultados son similares a los 

observados en un estudio sobre la influencia del sexo del huésped sobre el curso de la MV. En 

el mencionado estudio, hembras BALB/c que presentan un fenotipo de macrófagos 

mayoritariamente AAMΦ fueron comparadas con machos de la misma cepa, donde predomina 

los CAMΦ. Los resultados indicaron un mayor título viral en el corazón de las hembras que 

correlacionó negativamente con el daño cardíaco observado (Li et al. 2009). 

En conjunto, estos resultados sugieren que los macrófagos participarían en el control de la 

replicación de CVB3 en los tejidos estudiados, en particular los CAMΦ. Sin embargo, no serían 

las únicas células involucradas ya que en los animales infectados y deplecionados el virus fue 

eliminado en sangre y bazo para el día 7 pi, en forma similar a los animales no deplecionados. 

Por otro lado, el daño tisular observado a 7 dpi fue menor en los animales infectados y 

deplecionados en comparación a los infectados, lo que confirmaría el rol de los macrófagos 

CAMΦ en la injuria de los cardiomiocitos presente durante la infección aguda. 

Como resultado de la infección se pudo observar un aumento en los niveles de iNOS en el 

tejido cardíaco, coincidente con la activación de los macrófagos. Como era de esperar, la 

depleción de estas células condujo a una disminución en los niveles del transcripto, lo que 
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sería coherente con el hecho de que, al menos en el corazón y durante la MV aguda, este gen 

es expresado principalmente en macrófagos infiltrados. 

En cuanto a Gal-3, pudimos observar un aumento en los niveles de esta lectina, tanto a nivel 

del transcripto como de la proteína en las lesiones inflamatorias en corazón durante la fase 

aguda de la MV inducida por CVB3. La depleción de macrófagos condujo a una disminución en 

los niveles de Gal-3, coherente con la observada expresión de Gal-3 en los macrófagos del 

exudado inflamatorio miocárdico. La inducción en la expresión de esta lectina en macrófagos 

como consecuencia de la infección por CVB3 había sido observada previamente en nuestros 

estudios in vitro sobre células J774.1. Si bien los resultados podrían haber sido distintos ya que 

in vivo hay otros tipos celulares y moléculas involucradas, fueron esencialmente coincidentes 

con los observados in vitro, sugiriendo que más allá del entorno, la infección por CVB3 es capaz 

de inducir la expresión de Gal-3, al menos en los macrófagos, en forma directa.  

Cuando se analizó las consecuencias de la ausencia de Gal-3 en la infección aguda, a pesar de 

utilizarse una cepa más resistente a la infección, se observó una mortalidad más elevada en los 

animales KO. Esto llevó a utilizar animales de mayor edad, los cuales resultaron 

considerablemente más resistentes a la infección por CVB3, lo que no permitió observar las 

lesiones agudas o crónicas inducidas por el virus que se habían observado en los ratones 

C3H/HeJ. Al respecto, se ha reportado que la pérdida de Gal-3 resulta en una menor 

susceptibilidad a la artritis inducida por antígeno (Forsman et al. 2011), el daño cerebral por 

hipoxia (Doverhag et al. 2010) y otras condiciones patológicas asociadas con respuestas 

inflamatorias exageradas. Estos resultados permiten hipotetizar que Gal-3 jugaría un rol en 

promover la activación clásica de macrófagos y la producción de mediadores inflamatorios en 

el corazón luego de la infección por CVB3 aunque deberán ser confirmados en el futuro. 

El análisis de la susceptibilidad a la infección en los animales KO para Gal-3 mostró un 

comportamiento diferencial entre páncreas y corazón, observándose un aumento en el 

primero y una disminución en el segundo en el título viral de los animales KO respecto de los 

WT. El aumento del título viral en páncreas sería coincidente con los altos niveles de expresión 

de Gal-3 en estos tejidos en los estadíos agudos de la infección observado en los animales WT, 

que podría permitir postular que esta lectina tenga un rol en la en la regulación de la 

replicación viral diferencial en páncreas y corazón. 
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Por el contrario, la inhibición de Gal-3 no condujo a cambios en la viremia o títulos virales en 

los tejidos a 3 dpi, indicando que la proteína extracelular podría no estar involucrada en la 

regulación de la replicación viral. Por el contrario, como se observaron diferencias en el daño 

tisular, esta lectina si tendría un rol de en las respuestas pro y antiinflamatorias que influirían 

en los niveles de injuria observados. 

En relación a la etapa crónica de la MV inducida por CVB3, se esperaba que los resultados 

estarian sujetos al daño ocasionado en la etapa aguda y la correcta eliminación del virus. La 

necrosis de cardiomiocitos inducida por la replicación viral junto al daño producido por la 

respuesta inflamatoria son los elementos responsables del daño cardíaco ocasionado en la MV 

aguda. La eliminación de macrófagos con el consecuente aumento en los títulos virales pero 

una disminuida respuesta inflamatoria podría modular la subsecuente fibrosis, ya que los 

macrófagos pueden inducir la deposición de MEC (evaluada por los niveles de αSMA y 

colágeno) por parte de los miofibroblastos a través de factores profibróticos, como el TGF-β1. 

Fue por lo tanto de interés evaluar si la depleción de macrófagos realizada tendría como 

consecuencia la persistencia del genoma viral en corazón, y eventualmente, la subsecuente 

inflamación crónica. Los resultados obtenidos mostraron que a pesar de la depleción de 

macrófagos, no pudo detectarse persistencia del genoma viral a 30 dpi, indicando que la 

depleción realizada no afectaría la correcta eliminación viral del tejido miocárdico. 

A continuación se decidió evaluar el efecto de la depleción de macrófagos en dos estadíos de 

la MV, en los cuales predominarían los dos fenotipos de macrófagos descriptos. En la 

depleción desde el día 0 pi, se eliminarían mayoritariamente los macrófagos del tipo CAMΦ, 

mientras que en la depleción desde el día 14 pi (con la infección ya resuelta), eliminaría 

macrófagos en la etapa de resolución del daño y la inflamación del tipo AAMΦ. De esta forma 

se evaluaría que efecto tiene la depleción de macrófagos en la etapa aguda o subaguda sobre 

la fibrosis inducida como consecuencia del daño o de la formación excesiva de MEC. 

Coherente con el menor daño tisular observado a 7 dpi en los animales deplecionados de 

macrófagos, se observó que los animales depletados de macrófagos a 0 dpi presentaron 

menos fibrosis y depósitos de colágeno y menores niveles de los marcadores de fibrosis αSMA, 

TGFβ, proColI lo que sería coherente con que la fibrosis observada en la etapa crónica de la 

miocarditis viral es resultado de mecanismos de reparación del daño cardíaco previo 

(Papageorgiou et al. 2012). 
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La depleción de macrófagos a 14 dpi resultó en menor cantidad y tamaño de los focos 

fibróticos en los animales estudiados. Estos resultados indicarían que la depleción a partir del 

14 dpi alcanzaría para revertir la fibrosis inducida por los mecanismos de reparación. Sin 

embargo, los niveles de transcripto de los marcadores de fibrosis estudiados no mostraron 

diferencias con los obtenidos en los animales infectados sin deplecionar. Esta controversia en 

los resultados obtenidos deberá ser resuelta en el futuro, quizás ampliando el número de 

casos a estudiar. 

En cuanto a Gal-3, el hecho que se haya asociado a fibrosis en una amplia variedad de tejidos 

incluído el corazón (Henderson et al. 2006; Henderson et al. 2008; Mackinnon et al. 2011; Yu 

et al. 2012), justificó el interés de evaluar su rol en la fibrosis inducida por CVB. 

Desafortunadamente, sólo han podido realizarse experimentos en animales Gal-3 KO y 

tratados con el inhibidor Gal-3i en la etapa aguda de la miocarditis, quedando aún por estudiar 

las consecuencias de la eliminación o inhibición de esta proteína en la etapa crónica de la MV 

inducida por CVB3.  

Al presente, este trabajo es el primero en analizar el rol de los macrófagos en la MV aguda 

producida por CVB3. A su vez, es la primera vez que se estudia el rol de Gal-3 en la misma, y si 

bien se han generado un buen número de resultados también se han generado un gran 

número de interrogantes que deberán ser resueltos en trabajos futuros. 
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Conclusiones finales 

En el presente trabajo de tesis se analizaron principalmente tres tipos celulares y su relación 

con la miocarditis viral, los daños producidos por la infección y la fibrosis a nivel de la 

susceptibilidad a la infección, la sobrevida celular, los niveles del o los receptores y el grado de 

activación. Pudimos observar que: 

1. En cardiomiocitos humanos, los niveles del receptor CAR disminuyen con la 

diferenciación, correlacionando con una menor susceptibilidad a la infección. Debido a que 

CVB es un virus usualmente lítico, no resulto extraño que la infección ocasionara muerte 

celular. 

2. La aproximación en el modelo murino mostró resultados similares al estudio en 

cardiomiocitos humanos, confirmando que la variación en los niveles del receptor podría ser la 

causa de la susceptibilidad diferencial observada entre animales recién nacidos y adultos. 

3. Los niveles del receptor CAR tanto en los estudios in vitro como los in vivo, permitieron 

justificar la susceptibilidad diferencial observada entre animales recién nacidos y adultos a la 

infección por CVB3, junto a las diferencias de susceptibilidad a la miocarditis viral observada 

entre distintas cepas murinas. 

4. Pudimos confirmar que los macrófagos son susceptibles a la infección por CVB3 y este 

proceso desencadena la activación de los mismos por un mecanismo del tipo CAMΦ o M1, 

asociado a una respuesta proinflamatoria.  

5. La activación de macrófagos previo a la infección viral, tanto por PMA como por LPS 

resultó en menor replicación viral, la cual correlacionó positivamente con un aumento en lo 

niveles de iNOS, asociados a un fenotipo CAMΦ, y negativamente con los niveles de mRNA de 

IFN-Iβ, indicando que es iNOS y no IFN-Iβ, el principal responsable de modular la infección por 

CVB3 en macrófagos. 

6. Nuestros resultados mostraron que la infección de macrófagos en cultivo condujo a un 

aumento en los niveles de Gal-3, en conjunto al marcador de CAMΦ, iNOS, sugiriendo que en 

la infección por CVB3, Gal-3 se estaría expresando en macrófagos con características de 

CAMΦ. 

7. Este es el primer estudio que relaciona a CVB3 con la sobreexpresión y/o secreción de 

Gal-3 en macrófagos.  

8. Este es el primer trabajo que analiza exclusivamente el rol de los macrófagos en la 

miocarditis viral y la fibrosis asociando su presencia a mayor fibrosis. 
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9. Nuestros resultados sugieren que Gal-3 intracelular y no la extracelular está involucrada 

en la regulación de la replicación viral. 
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Perspectivas 

1. Queda por evaluar la importancia de los niveles de IFN-Iβ en corazón en comparación a 

los niveles del receptor respecto a la susceptibilidad de las células cardiacas a la infección. 

Utilizando anticuerpos neutralizantes contra IFN-Iβ en animales o cardiomiocitos con distintos 

niveles del receptor permitirán evaluar el peso de esta citoquina o el receptor en determinar la 

susceptibilidad a la infección viral. 

2. Los macrófagos jugarían un rol significativo en la necrosis de los cardiomiocitos durante 

la etapa aguda de la miocarditis viral inducida por CVB3. El análisis de los parámetros pro y 

antiinflamatorios y los títulos virales permitirán precisar la importancia de este tipo celular en 

controlar la infección, el daño y la reparación del corazón en la miocarditis viral inducida por 

CVB3. 

3. Futuros experimentos en los ratones KOs y animales tratados con Gal-3i permitirán 

correlacionar la infección por CVB3 con la activación de macrófagos, la sobreexpresión y 

secreción de Gal-3 y la fibrosis cardíaca. 
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