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1. RESUMEN

El virus Andes (ANDV) pertenece al género Hantavirus y esta distribuido en
Chile y Argentina. Como todos los virus envueltos, los hantavirus entran a la célula a
través de la fusion de la membrana viral con una membrana celular. Este proceso es
mediado por proteinas de fusion virales ancladas en la envoltura lipidica del virion, que
cuentan con regiones funcionales fundamentales en la actividad fusogénica de Ia
protefna. En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se determiné que [a
glicoproteina Gc corresponde a la proteina de fusion y que ésta comparte
caracteristicas estructurales con proteinas de fusién clase [I. Ademés, se logré
identificar secuencias que corresponderian al péptido de fusion putativo y a la region
troncal putativa de la proteina Ge. Se ha demostrado que péptidos andlogos a estas
regiones interactlian con membranas, sin embargo el efecto que producen en ellas
aun no ha sido determinado. Es por esto que el objetivo de este seminario de titulo
consistio en caracterizar el efecto que producen péptidos que abarcan el péptido de
fusién putativo y la regién troncal putativa de la proteina Gc de ANDV cuando se unen
a membranas. Para esto, utilizando membranas modelo, se desarrollé un ensayo de
fuga y un ensayo de fusidn con el fin de analizar si ambas regiones desestabilizan
membranas biolégicas. Se encontré que los péptidos analogos al péptido de fusién
putativo no produjeron ningin efecto en membranas, posiblemente debido a que la
estructura que estos adquirieron en solucién no es representativa de la estructura
presente en la proteina silvestre. Por el contrario, el péptido analogo al extremo
carboxilo-terminal de la region troncal putativa produjo poros e indujo fusion de
membranas, dependiendo de la composicién lipidica analizada. Estos resultados

indican que el extremo carboxilo-terminal de la regién froncal putativa corresponde a

una regién funcional de Gc de ANDV.
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2. ABSTRACT

The Andes virus (ANDV) belongs to the Hantavirus genus and is distributed in Chite
and Argentina. As all enveloped viruses, hantaviruses enter into the cell through fusion
of the viral membrane with a cell membrane, This process is mediated by viral fusion
proteins that are anchored in the lipid envelope of the virion. These proteins have
different functional regions that are essential in their fusogenic activity. Previous
studies in our laboratory determined that the Gc glycoprotein of hantaviruses
corresponds to the fusion protein and that it shares structural features with class Il
fusion proteins. Further, sequences were identified that correspond to the putative
fusion peptide and the putative stem region of the ANDV Ge. Peptides analogous to
these regions interact with membranes, but the effect which these peptides produce in
membranes upon binding has not yet been determined. Based on these data, the aim
of this work was to characterize the effect produced by peptides spanning the putative
fusion peptide and the putative stem region of ANDV Gc when bound to
membranes. For this, using model membranes, we developed a leakage assay and a
fusion assay to analyze whether both regions destabilize biological membranes. It was
found that analogous peptides of the putative fusion peptide of Ge¢ produced no effect
in membranes, possibly because the structure that they acquired in solution is not
representative to the structure in the wild-type protein. By contrast, the analogous
peptide of the carboxy-terminus of the putative stem region induced pores and
membrane fusion, depending on the lipid composition analyzed. These resuits indicate
that the carboxy-terminus of the putative stem region is a functional region of ANDV

Gc.
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3. INTRODUCCION

3.1 Antecedentes generales de los hantavirus

El género Hantavirus es uno de los cinco géneros que constituyen la familia
Bunyaviridae. Esta familia consta de mas de 300 virus que infectan plantas, artrépodos, |
animales y humanos (Jonsson y col, 2010). A diferencia de los virus de otros géneros
de esta familia, los hantavirus son portados por roedores y adquiridos por el hombre a
través de la inhalacién de aerosoles de heces, orina o saliva de roedores infectados

(Hart & Bennett, 1999).

Dentro de los hantavirus han sido identificados dos grupos patogénicos: los
distribuidos en Europa y Asia y los distribuidos en América. Ambos grupos han sido
definidos segln la distribucion geogréfica de los roedores que los portan, ademas del
tipo de enfermedad que producen en humanos. Las enfermedades mas severas son la
Fiebre Hemorragica con Sindrome Renal (FHSR) que prevalece principalmente en
Eurasia y es causada mas frecuentemente por los virus Hantaan (HTNV), Seoul
(SEQV) y Dobrava (DOBV). Por otra parte, el Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus
(SCPH) ha sido descrito como la enfermedad producida en América por hantavirus
tales como Sin Nombre (SNV) y Andes (ANDV) (Hussein y col, 2011). Este ultimo es
portado por el roedor Olygorizomys longicaudatus que se encuenira distribuido
principalmente en Argentina y Chile (Padula y col, 2000; Lépez y col, 2002), donde [as
tasas de mortalidad alcanzan airededor del 35% (Departamento de Epidemiologia,

MINSAL Chile, 2011). A diferencia de los otros miembros del género

L



Hantavirus, ANDV es el Unico para el cual existen casos reportados de transmisién
horizontal entre humanos (Padula y col, 1998; Wells y col, 1998) ademas de producir
Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus en hamsteres sirios adultos (Hooper y col,
2001), lo que lo convierte en la principal especie para el estudio de la transmision y

patologia producida por estos agentes infecciosos.

3.2 Estructura de los hantavirus

Los viriones de los miembros pertenecientes al género Hantavirus tienen forma
esférica con un diametro aproximado de 80 a 120 nm. Poseen una envoltura lipidica
proveniente de la célula hospedera en la cual se ensamblaron mediante un proceso de
yemacion (Goldsmith y col, 1995), cuya composicién serd similar a la composicion

lipidica que tiene el compartimiento membranoso en el cual se produjo este proceso.

En el interior del virién se encuentra el genoma viral que correponde a ARN
trisegmentado de hebra simple con polaridad negativa, el cual codifica al menos cuatro
proteinas estructurales. El segmento mayor o L codifica la ARN polimerasa
dependiente de ARN, el segmento menor o S codifica la nucleoproteina N y el
segmento mediano o M cedifica las glicoproteinas de envoltura Gn y Ge (Elliof, 1990).
Cada uno de los segmentos virales esté recubierto con miltiples copias de la proteina
N formando tres ribonucleocapsides helicoidales que ademés estan asociadas con la
ARN polimerasa dependiente de ARN (Obijeski y col, 1976) (ver figura 1). Por ofro

lado, las glicoproteinas Gn y Gc¢ se encuentran ancladas en la envoltura lipidica en




forma de heteromultimeros que se proyectan sobre la superficie externa del virion

(Overby y col, 2008; Huiskonen y col, 2009).
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Figura 1. Estructura de los hantavirus. Los tres segmentos de ARNv S, M y L, representados
en negro, estan recubiertos por la nucleoproteina e interaccionan con la ARN polimerasa
dependiente de ARN formando ribonucleocapsides helicoidales, las cuales estan envueltas por

una bicapa lipidica. En esta bicapa se encuentran ancladas las glicoproteinas de superficie Gn y

Gc (tomada de Hussein y col, 2011).

3.3 Entrada de los hantavirus a la célula

En humanos y roedores, los hantavirus infectan diversos tipos celulares: células
endoteliales, células epiteliales, macréfagos, células dendriticas y linfocitos.

(Spiropoulou, 2001; Mackow & Gavrilovskaya, 2001; Raftery y col, 2002; Markotic y col,




2007). Esta infeccién comienza con [a unién del virus a la superficie de su célula
blanco, proceso en el cual participan receptores celulares y co-receptores que pueden

consistir en proteinas, carbohidratos y lipidos {(Smith & Helenius, 2004).

Hasta la fecha se han descrito al menaos tres distintos receptores celulares que
podrian estar mediando el contacto inicial entre los hantavirus y su respectiva célula
blanco. Uno de ellos son las integrinas o,B; que han sido sefialadas como las
responsables de la entrada del virus a células endoteliales y macréfagos
(Gavrilovskaya y col, 1998). Ademas, usando virus inactivados, se ha visto que los
hantavirus se unen inicialmente a DAF (Decay-accelerating factor) que es expresado
en gran cantidad en la superficie apical de células epiteliales (Krautkrdmer & Zeier,
2008). A la vez, existe evidencia que indica que células que poseen suprimido el
receptor gC1qR/p32, son poco permisivas a la infeccion por hantavirus mientras que
células no susceptibles presentan altos niveles de unidn e infeccién cuando expresan

este receptor de manera recombinante (Choi y col, 2008).

Una vez que el virus se encuentra unido a la superficie celular debe ingresar su
material genético al interior de la célula para que comience la replicacién de su
genoma. En el caso de los virus que poseen una envoltura lipidica, esto se produce a
través de la fusién de la membrana viral con una membrana de la célula blanco. Esta
fusién puede producirse con la membrana plasmatica de la célula o bien con Ia
membrana de algin compartimiento celular interno luego de la endocitosis del virus
(Smith & Helenius, 2004). El proceso fusogénico de aquellos virus que se fusionan

directamente con la membrana plasmatica es generalmente gatillado por la interaccion

del virus con su receptor a pH neutro, como es el caso del virus de la




inmunodeficiencia humana (VIH), cuya fusién se produce una vez que la glicoproteina
gp120 ha interaccionado con CD4 y CXCR4 o CCRS5 favoreciendo [a conformacién
activa de la proteina gp41 (Gallo y col, 2003). Por otra parte, ofros virus requieren de la
internalizacion a través de endocitosis mediada por receptores, los cuales
frecuentemente requieren de exposicidn a medio acido presenie en el interior de
organelos de la via endocitica. Este Ultimo es el caso de los hantavirus, que entran a la
celula probablemente via endocitosis mediada por clatrina y donde la fusién es
dependiente del pH acido presente en los compartimientos internos de esta via

{(Arikawa y col, 1985; Jin y col, 2002).

3.4 Fusidon de membranas bioldgicas: un rol complementario entre proteinas y

lipidos

La fusion de dos membranas es un evento comun en diversos procesos: trafico
intracelular, fertilizacion, formacion de tejidos e infecciones virales (Chernomordik &
Kozlov, 2005). En el caso de estas Uitimas, la fusion es gatillada por glicoproteinas
virales que se encuentran ancladas en la superficie del virién a través de una region

transmembrana.

A pesar de que hasta |a fecha se han descrito tres distintas clases de proteinas
de fusién virales, su mecanismo de accion es esencialmente similar, en el cual un

factor gatilla cambios conformacionales en la proteina de fusién que resultan en la

fusion de las dos bicapas lipidicas (Harrison, 2008). Este proceso es altamente




endergénico, por lo que se ha planteado que las proteinas de fusién virales
disminuirian la energia de activacién requerida para el inicio del proceso fusogénico
utilizando la energla libre que se produce durante el reordenamiento estructural que
éstas sufren durante este proceso (Chernomordik y col, 2006; Kielian & Rey, 2005;

Harrison, 2008).

El mecanismo de fusion ocurre en al menos cuatro pasos, como se muestra en
la figura 2. Inicialmente, se produce un cambio conformacional que permite que una
region denominada péptido de fusion, se inserte en la membrana de la célula blanco
estableciéndose e] primer contacto entre esta membrana y [a membrana viral {(ver
figura 2 B). Luego se produce el colapso del intermediario extendido (ver figura 2 C)
durante el cual la proteina comienza a adquirir una conformacién tipo horquilla, donde
ambas regiones que estan insertas en la membrana, es decir el péptido de fusién y la
regién transmembrana, se orientan hacia el mismo lugar permitiendo el acercamiento
de ambas bicapas. Posteriormente, debido a la deformacién que se produce en las
membranas luego del colapso del intermediario extendido y a la cercania de ambas, se
produce la fusion de las caras externas de las bicapas, sin que exista una mezcla dei
contenido interno de ambos compartimientos membranosos, estado que lleva por
nombre hemifusién (figura 2 D). Finalmente, se produce la fusién de las caras internas
de las membranas alcanzando una conformacion final estable, en la cual la regién
transmembrana se encuentra yuxtapuesta con el péptido de fusién (figura 2 E), lo que
resulta en la apertura de un poro de fusion, a través del cual las ribonucleocapsides
virales ingresaran al citoplasma de la célula blance inicidndose la replicacién viral

(Kielian & Rey, 2006; Harrison, 2008).
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Figura 2. Mecanismo de fusion de membranas producido por proteinas de fusion virales.
A En el estado pre-fusion, el péptido de fusion (verde) se encuentra en el interior de la proteina.
B Una vez que la proteina se activa, se produce su reorganizacion después de la cual el péptido
de fusion se insertara en la membrana de la célula blanco. Junto con esto, se produce la
trimerizacion de la proteina. C Posteriormente, un segmento carboxilo-terminal de la proteina se
pliega en la parte externa del nucleo trimérico produciéndose el colapso del intermediario
extendido. D Luego que ambas bicapas se ponen en contacto, se produce la fusién de sus
caras externas formandose el intermediario de hemifusién. E Una vez que el péptido de fusion y
la regién transmembrana se encuentran insertos en la misma membrana se fusionan las caras
internas de ambas bicapas lipidicas, produciéndose la abertura de un poro de fusién. (tomada

de Harrison, 2008).

En general, las proteinas de fusion estan formadas por un gran ectodominio

amino-terminal y un corto endodominio carboxilo-terminal, ambos conectados por una




region transmembrana que ancla la proteina en la membrana viral. De acuerdo a la
estructura del ectodominio, las proteinas de fusion virales han sido clasificadas en tres
grupos. Las proteinas de fusidn clase | estan formadas principalmente por hélices a y
una vez que han sido activadas se organizan en un trimero formando una hélice
superenrollada (figura 3 A). El péptido de fusion de estas proteinas se ubica en el
extremo amino-terminal y posee una estructura helicoidal. Los miembros mas
caracterizados de este grupo son la hemaglutinina HA2 del virus influenza y gp41 del
VIH (Weissenhorn y col, 2007). Por otra parte, las proteinas de fusién clase Il estan
formadas por fres dominios globulares ricos en sabanas B, de los cuales el dominio Il
contiene el péptido de fusién, que a diferencia de las proteinas de fusién clase |, se
encuentra localizado internamente como una horquilla de fusidn (figura 3 B). A este
grupo pertenecen las proteinas E de los flavivirus y E1 de los alphavirus (Harrison,
2008). Por ultimo, las proteinas de fusion clase lll poseen caracteristicas estructurales
de las proteinas de fusion clase | y il. Una vez que son activadas forman un nucieo

trimérico de hélices a y ademas cada dominio fusogénico expone dos péptidos de

fusién que se ubican en el extremo de una sébana P alargada (figura 3 C).
Representantes de este grupo son [a proteina G del virus de la estomatitis vesicular

(VSV) y la proteina gH del virus herpes simplex (HSV) (Weissenhorn y col, 2007).

Junto con el rol que cumplen las proteinas de fusién en el proceso fusogénico,
existe evidencia que apoya la idea que también los lipidos serian claves en este
proceso modulando tres aspectos fundamentales: [a concentracion de proteinas en
microdominios, la unién de péptidos y/o proteinas a membranas y la morfologia de

éstas (Teissier & Pécheur, 2007).
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Figura 3. Estructura de distintas proteinas de fusion virales. Representacioén en cinta de las
distintas clases de proteinas de fusion virales en sus conformaciones post-fusion respecto a su
posicién en la bicapa lipidica. Esta representacion esta basada en informacién cristalogréfica de
los ectodominios de cada una de ellas. El péptido de fusion estd representado como un
triangulo negro, mientras que la regién transmembrana esta representada con un triangulo rojo.
A Clase | (proteina gp41 del VIH). B Clase Il (proteina E de los flavivirus). C Clase Il (Proteina

G de VSV). (tomada de Weissenhorn y col, 2007).

En relacion al primer aspecto, se ha visto que las balsas lipidicas estan
estrechamente relacionadas con la entrada de muchos virus a su célula blanco. Para
los retrovirus como el VIH, existen opiniones disimiles respecto del rol que éstas

podrian estar cumpliendo. Por un lado se ha planteado que estarian involucradas ya
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que en ellas se encuentran concentrados los receptores y correceptores que permiten
la activacién de la glicoproteina de fusion (Yi y col, 2006), sin embargo también se ha
planteado que la presencia de receptores y correceptores en balsas lipidicas no es
requerida para la fusion (Percherancier y col, 2003) y que la interaccion entre la
proteina gp120, CD4 y CXCR4 o CCRS5 podria producirse en la membrana plasmatica

fuera de estos microdominios lipidicos (Gaibelet y col, 20086).

Por otro lado, se ha visto que el virus Semliki Forest perteneciente al género
Alphavirus depende estriciamente de la presencia de colesterol y esfingolipidos en la
membrana para que se produzca la fusidn, sin embargo esta dependencia no
involucraria la presencia de balsas lipidicas. Asi, se ha sugerido que el inicio det
proceso fusogénico estaria mas bien relacionado con una interaccién entre la proteina

y estos lipidos (Waarts y col, 2002).

Respecto a la morfologia de la membrana, existe evidencia experimental que

avala que la curvatura presente en ésta también tiene consecuencias directas en el

proceso de fusion. Se ha visto que lipidos que modulan la curvatura podrian inducir
cambios conformacionales en la estructura secundaria del péptido de fusion (Pécheur y
col, 2000) asi como también el espacio existente entre las cabezas polares de los
lipidos podria facilitar o impedir [a insercién de este péptido en las membranas blanco
(Pécheur y col, 1999). Ademas, se ha visto que lipidos con forma de cono, como la
fosfatidiletanolamina, generan curvatura negativa en la membrana promoviendo la

hemifusién cuando estan presentes en la cara externa de la bicapa lipidica, mientras

que lipidos con forma de cono invertido, como los lisofosfolipidos, producen curvatura

espontanea positiva en la membrana e inhiben la formacién del intermediario de

,
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hemifusion cuando estan presentes en esta misma monocapa (Chernomordik &

Kozlov, 2005).

3.5 Regiones funcionales de las proteinas de fusion virales

Una de las funciones de las proteinas de fusién es disminuir la energia de
activacion necesaria para que se produzca la fusion de membranas. Una manera de
conseguir esto es alterando la arquitectura de la membrana, cambiando la orientacién
y/o posicion de los lipidos presentes en ella (Chernomordik & Kozlov, 2003). Las
proteinas de fusién cuentan con distintas regiones que podrian estar involucradas en la
deformacion de las membranas. Una de ellas es la regién transmembrana que ademas
de anclar la glicoproteina a la membrana viral esta involucrada en etapas tardias del
proceso fusogénico, principalmente en la formacion y ensanchamiento del poro de
fusion una vez que se ha producido [a fusién de las caras internas de la membrana

celular y la membrana viral (Schroth-Diez y col, 2000).

Ademas de ésta, se ha identificado una region altamente conservada que se
ubica en el extremo de la proteina de fusion una vez que ésta ha sido activada,
denominada péptido de fusién. Este se ancla en la membrana de la célula blanco,
estableclendo el primer contacto entre ambos compartimientos membranosos. En
términos funcionales, se ha planteado que una vez que el péptido de fusién se inserta

en la membrana de la célula blanco promueve curvatura negativa en la monocapa
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externa, facilitando la formacion del intermediario de hemifusion (Chernomordik &
Kozlov, 2005).
|

En estudios realizados con péptidos sintéticos analogos a los pe’.-Eptidos de fusidn
de proteinas de fusién clase [, se ha visto que esta region puedie desestabilizar
membranas, induciendo fusién de liposomas de distintas composicion;es lipidicas y en
algunos casos produciendo poros en ellos (Wharton y cols,1988; Niev?a y cols, 1994).
Mediante NMR se determind que en [a membrana, el péptido de fusion de la proteina
HA del! virus influenza estaria formado por una hélice amino-terminai, un pliegue y una
corta hélice carboxilo-terminal, adquiriendo una forma de boomerang. Ambas hélices
tendrian caracter anfipatico, con residuos hidrofébicos grandes haciaiel interior de la
membrana, mientras que en la sutperficie tendrian una cadena de glici:nas en el brazo
amino-terminal y dos residuos acidos en el brazo carboxilo-terminal (Ha&m y cols, 2001).
Por ofra parte, estudios basados en mutagénesis de residuos apo;lares altamente
conservados han mostrado la importancia que tiene esta regién e:n la fusion de
membranas, puesto que proteinas mutantes pierden la actividad fusoge%nica observada

en la proteina silvestre (Gething y cols, 1986, Horvart & Lamb, 1992, Hernandez &

White, 1998).

|

Por su parte, los péptidos de fusién de proteinas de fusi6§1 clase 1l y Il
corresponden a secuencias internas del ectodominio de la proteina rici:as en residuos
aromaticos y apolares (Rey y cols, 1995; Allison y cols, 2001; Rochz? y cols, 2007).
Ademas se ha visto que contienen residuos de prolina y glicina altamen.te conservados,

lo que sugiere que estos peéptidos de fusién internos podrian organizarse como
|

|
horquillas. A partir de andlisis de mutagénesis sitio-dirigida se ha visto que residuos
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aromaticos e hidrofébicos son esenciales en la actividad fusogénica de-; las proteinas E
y E1 de los flavivirus y alphavirus respectivamente (Levy-Mintz & Kielién, 1991; Duffus
y cols, 1995; Kielian y cols 1996, Allison y cols, 2001). Resultados isimilares fueron
observados en proteinas de fusion clase i1, luego de mutar residuos at%ométicos de los
péptidos de fusién de las proteinas gB del HSV y Epstein-Barr (EB\il) y G del VSV
(Hannah y cols, 2007; Backovic y cols, 2007; Sun y cols, 2008); sin en;l'lbargo, también
se ha visto que residuos polares y cargados, como acido aspartico, r;:'lcido glutamico,
arginina e histidina son esenciales en la actividad fusogénica de las prpteinas gp64 de

baculovirus y gB de EBV (Backovic y col, 2007; Kadlec y col, 2008).

|
' e . , . s )
Oira regién que interactia con membranas es Ia regién pretransmembrana o

region troncal (en el caso de las proteinas de fusion clase Il), que comunica el
ectodominio con el dominio transmembrana. A partir de diversos estLidios llevados a
cabo principalmente con proteinas de fusion clase | y 1l, a esta region también se le ha
atribuido un rol en la desestabilizacion de membranas (Lorizate y col, ;2008). Mediante

!
mutagénesis, se ha visto que la delecién de [a regién pretransmembranfa de la proteina

gpr41 del VIH, asi como también la sustitucién por alanina de sus residu:os de triptéfano
conservados, eliminé la entrada viral y la funcionalidad de esta protei r{a sin afectar su
maduracién, transporte y unién a CD4 (Salzwedel y col, 1999). Por sfu parte, sélo la
delecién de la region pretransmebrana de la proteina G del VSV y no I:EI sustitucion de
sus residuos aromaticos conservados como triptéfano vy fenilalani%a alteraron la
actividad fusogénica de la protefna (Jeetendra y col, 2003). Junto con r.?sto, se ha visto
que esta region seria necesaria en el ensamblaje de nuevos virioneé, posiblemente
debido a que promueve [a liberacion de los virus desestabilizando fa membrana en los

I
sitios de yemacion (Robison & Whitt, 2000). Estructuralmente, las regiones
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i . i -
pretransmembrana de las proteinas de fusion clase | y [ll estédn formadas por hélices a

|
. i . . . |
de caracter anfipatico que tienden a localizarse en [a interfase membrana-agua

(Lorizate y col, 2008). Sin embargo, la funcion de esta region en el proceso fusogeénico
|
no se ve alterado si se infroducen mutaciones que afectan la conform?cién helicoidal,

al menos en proteinas de fusion clase | (Salzwedel y col, 1999). |

t
i

Respecto a la region troncal de proteinas de fusion clase I, se;ha visto que su
estructura es diferente en los principales representantes de esta clase.i En términos de
longitud, la regién troncal de los flavivirus esta formada por alrededor ;de 50 residuos,
mientras que la region troncal de los alphavirus posee aproximadameﬁte 30 residuos.
Estudios de crio-microscopia electrénica realizados con la proteina E cilel virus dengue
(DENV) indican que esta regién estaria formada por dos hélices a ;'unidas por una

vuelta, de las cuales una (con caracter anfipatico) estaria acostada sobre [a monocapa

externa de la membrana viral (Zhang y col, 2003). En términos funicionales, se ha
|

planteado que la regidn troncal de los flavivirus podria facilitar la trimerizacion del
|

|
ectodominio de la proteina de fusion (Allison y col, 1999) asi como también conferirle

|
mayor estabilidad (Stiasny y col, 2005). Por su parte, mutaciones Iintroducidas en

residuos conservados de la regién troncal de la proteina E1 del alphavirus Semliki

|

Forest no alteraron su actividad fusogénica, siendo sélo necesario uln largo minimo

para mantener su funcionalidad. Sin embargo, el ensamblaje y yemafcién de nuevos
viriones si se vio alierado por las mutaciones de residuos especiﬁc?s y deleciones
infroducidas en la proteina, debido probablemente a la disminucion en l%l estabilidad del
heterodimerc E1-E2 que presentaron los mutantes (Liao & Kielian, 2(|JOB). Junto con

esto, estudios realizados con la regién troncal de la proteina E1 del viru§ de la hepatitis
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C (HCV), perteneciente al género Hepacivirus, muestran que esta regit?n desestabiliza

membranas (Pérez-Berna y col, 2008).

3.6 Regiones funcionales de la proteina de fusién Ge de los hantavirus

En el caso de los hantavirus, estudios realizados en nuesiro [aboratorio han
evidenciado que la proteina de fusién corresponde a la glicoproteina Gec y que ésta
comparte mayoritariamente caraclerfsticas estructurales con las proteinas de fusion
clase Il (Tischler y col, 2005). Mediante analisis in sifico asi como también ensayos in
vitro de unién de péptidos a liposomas, se encontré una secuen;cia que podria
corresponder al péptido de fusion de los hantavirus (Tischler } y col, 2005).
Recientemente, se logrd corroborar esta informacion a través de n’{utaciones sitio-
dirigidas del péptido de fusién putativo, que permitié la identificaci:én de residuos

]
esenciales en el proceso de fusién de membranas (Cifuentes y col, 2011).

Por otra parte, a través de anélisis in silico se logro predecir la region troncal de

la proteina Ge de ANDV. Estudios in vitro de dicroismo circular de péptﬁdos andlogos a
i

esta regién indican que estaria formada por dos hélices q, una: amino- y una
carboxilo-terminal unidas por una vuelta. Junto con esto se viof gue la hélice
carboxilo-terminal tendria la caracteristica de ser anfipatica (datos no publicados).
Ademas se determiné que péptidos que abarcan la regién troncal conﬁpleta asi como
también cada una de sus hélices interactian con membranas artiﬁc;iales (datos no

publicados), sin embargo la funcionalidad de esta region aun no ha sido estudiada. Es
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por esto que en el presente trabajo se caracterizé el efecto que producen péptidos que
abarcan el péptido de fusion putativo y la region troncal putativa de la jproteina Ge del

virus Andes cuando se unen a membranas. :

En base a todo lo anteriormente expuesto, postulamos que tanto el péptido de

;
fusién putativo como la regién troncal putativa de la proteina }Gc de ANDV
desestabilizan membranas, siendo el primero de ellos respo:nsable de Ia
desestabilizacion de la membrana celular dada su insercién en esta membrana luego
de la activacion de la proteina de fusidn, mientras que la regién troncal estaria
involucrada en la desestabilizacion de la membrana viral, debido a 1? ubicacién que

esta regién tiene en la superficie del virién, disminuyendo la energia! requerida para

gatillar el proceso de fusion entre ambas membranas.
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HIPOTESIS

1
Péptidos derivados de la protelna Gc de ANDV, que abarcan el peptido de

fusion putativo y que abarcan la regidn troncal putativa, desestabilizan n:‘lembranas.

OBJETIVO GENERAL '

Determinar el efecto que producen péptidos derivados de la Eproteina Gc de

ANDV, que abarcan el péptido de fusion putativo y que abarcan la regién troncal

putativa, al unirse a membranas modelo (liposomas). i

OBJETIVOS ESPECIFICOS i

|

- Determinar si péptidos que abarcan el péptido de fusidn putativo y que abarcan la
region troncal putativa de la proteina Gec de ANDV desestabilizan membranas con
distintas composiciones lipidicas, produciendo poros al unirse a éstlas.

- Determinar si péptidos que abarcan el péptido de fusidn putativo y que abarcan la
region troncal putativa de la proteina Gc de ANDV inducen fusién de membranas

con distintas composiciones lipidicas.




4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Péptidos sintéticos

Se compraron péptidos que representan ambas regiones putativas analizadas
en este trabajo, a partir del modelo molecular de la proteina Gc de ANDV que se
muestra a continuacién (Tischler y col, 2005). Los péptidos que abarcan el péptido de
fusion putativo de Gec se muestran en la Tabla 1 y los péptidos que abarcan la region

troncal putativa de Gc se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Péptidos que abarcan el péptido de fusion putativo de
la proteina Gc de ANDV (GenScript).

Péptido Secuencia
Gc-FP_S SKSFFEKDYQYETGWGSNPGDSPGVGTGST
Ge-FPshort_S YQYETGWGSNPGDSP

* Los residuos de cisteina fueron sustituidos por serina (S) para evitar la
formacion de puentes disulfuro.

Tabla 2. Péptidos que abarcan la regién troncal putativa de la
proteina Gec de ANDV (New England Peptide).

Péptido Secuencia

Ge-St HLERVTGFNQIDSDKVYDDGAPPCTFKCWFTKSGEWLLGILNGN

GcSt-H1 HLERVTGFNQIDSDKVY

GcSt-H2 TFKCWFTKSGEWLLGILNGN

18
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Ademas, como control negativo se  sintetizd el péptido
N1: QLVTARQKLKDAEKAVEVDPDDVNKSTLQRRAAVSTLETKLG co;rrespondiente a
una region amino-terminal de la nucleoproteina de ANDV y por ﬂltirri?o, como control
positivo, se sintetizé el péptido HIV_FP: AVGIGALFLGFLGAAGSTMG;ARS (GenScript)

que representa al peptido de fusién de la protelna gp41 del VIH (Nieva y col, 1994).

Todos los péptidos utilizados contenian un grado de pureza superior al 85%,
gue fue analizado mediante HPLC por parte del fabricante (GenScript, New England

Peptide).

4.2 Ensayo de fuga de ANTS/DPX desde liposomas

La formacion de poros en membranas fue medida utilizando una modificacion
del ensayo de fuga desarrollado por Ellens y col (1985). Este ensayo ejsté basado en el
aumento de la intensidad de fluorescencia que se produce al diluirse el fluoréforo 4cido
8-aminonaftaleno-1,3,6-trisulfénico (ANTS) y el apagador p-xileno-bis-bromuro de

piridinio (DPX) al salir desde el interior de liposomas.

4.21 Preparacién de LUVs

1

Se prepararon vesiculas unilamelares grandes (Large Unilamelar Vesicles,

LUVs) de acuerdo al protocolo de extrusién desarrollado por Hope y col (1985). Para
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}

este ensayo se realizaron cinco mezclas lipidicas cuya composicion se describe en [a
i

Tabla 3. Cada una de estas mezclas fue generada en cloroformo y en.un ambiente de
i

nitrégeno para evitar la oxidacion de los lipidos. Estos dltimos fueron obtenidos de

Avanti Polar Lipids, [nc (EE.UU.)

Tabla 3. Composiciones lipidicas de las LUVs utilizadas en el ensayo de fuga.

Mezcla Lipidica Composicidén

FC Fosfatidilcolina

Fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina vy

PC:PE:SM:col colesterol en una relacion molar 1:1:1:1,5
PC:col Fosfatidilcolina y colesterol en una relacion molar 3:1,5
PC:PG Fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol en una relacién molar 4:1
PC:PA . | Fosfatidilcolina y acido fosfatidico en una relacion molar 4:1

Una vez que el cloroformo se evapord completamente, la mezcla lipidica fue
hidratada con amortiguador HNE de hidratacion (20 mM Hepes, 50 mM NaCl y 0,1 mM
EDTA,; pH 7,4) que ademas contenia el fluoréforo ANTS (Molecular Probes, Invitrogen)
a una concentracion de 12,5 mM y el apagador DPX (Molecular Probes, Invitrogen) a
una concentracion de 45 mM. La hidratacion fue llevada a cabo durante 1 hora con
agitacién intermitente a 45°C, después de la cual se realizaron 10 ciclos de
congelado/descongelado. Por tltimo, para obtener vesiculas unilamelares grandes de

tamafio homogéneo, estas fueron pasadas a fravés de una membrana de nitrocelulosa

de 200 nm utilizando un extrusor (Mini-Extruder, Avanti Polar Lipids, In¢). Este proceso
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fue llevado a cabo a 55°C, para estar sobre [a temperatura de transicit:ﬁn de fase de la

|

mezcla de lipidos utilizados.

4.2,2 Purificacion de LUVs

Para eliminar la mezcla de fluoréforo y apagador que se encuentra en el exterior
de las LUVs, se realizé una filiracién en gel utilizando una resina de sephadex
(Sephadex G-50 Fine, GE Healthcare Life Sciences), que fue eluida cbn amortiguador
HNE de elusion (10 mM Hepes, 130 mM NaCl y 0,1 mM EDTA; pH 7,4);. Previamente, y
para identificar en que fracciones de la columna se encontraban las LUVs, estas fueron
marcadas con el fluoréforo 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (Molecular Probes,
Invitrogen) que interactla con las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos,
emitiendo fluorescencia sélo cuando se encuentra en un ambiente apiolar. El proceso
de marcaje fue realizado durante 1 hora a 55°C y la relacién molar utilizada fue 1:30
fluoréforo:lipidos. Posteriormente se cargd en la columna 300 pL de la suspensidn de
vesiculas y se colectaron 20 fracciones de 500 ul cada una.

Para determinar dénde se encontraban las LUVs, se agregaron? 200 ul de cada
fraccidén en una placa negra de 96 pocillos (Nunclon, Nunc) y se midié en un lector de
fluorescencia (Synergy4, BioTeK) la intensidad de fluorescencia de DPH excitando la
muestra con una longitud de onda 350 nm y detectando emision a una longitud de

onda de 430 nm. Ademas, se midid la fluorescencia de ANTS para descartar la

presencia de este fluordforo en la fraccién donde se encontraban las LUVs, utilizando
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como longitud de onda de excitacién 355 nm y como longitud de onda: de emisién 520
nm. Para corroborar la presencia de ANTS/DPX en el interior de las LUVS, se agrego
Triton X-100 al 0,5% (*/,) (Sigma) a cada una de las fracciones, y luego de 1 minuto se

midié nuevamente la fluorescencia de ANTS.

4.2.3 Cuantificacion de LUVs

La concentracion de las LUVs fue determinada mediante un ensayo de

cuantificacion de fosfato inorganico desarrollado por Bruce N. Ames (1966).

En primer lugar, se realizé una curva de calibracion de fosfato a partir de una
solucion de KH.PO, de concentracién conocida. Para realizar la cuantificacién, se
prepararon las muestiras agregando 70 pl de cada mezcla lipidica y;230 ul de agua
destilada. A 300 ul de cada dilucion de KHPO, y a las muestra:ls de LUVs de
cancentracion desconocida, se les agregd 700 ul de una mezcla compﬁesta por 1 parte
de &cido ascérbico al 10% (P,) (Sigma) y 6 partes de molibdato de amonio al
0.42% (°/,) (Sigma) en 1N H,SO,. Posteriormente, las muestras fupron incubadas
durante 20 minutos a 45°C y luego se midid [a absorbancia a 820 nm en un

espectrofotometro (BioSpec-1601, Shimadzu) utilizando cubetas plasticas.
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t
4.2.4 Medicion de la formacion de poros.

1

1
Se incubd 1 uM (5 ul) de cada mezcla lipldica con concentraciones crecientes

de cada uno de los péptidos descritos en la seccion 4.1 desde 10 nM hasta 10 pM en
una placa negra de 96 pocillos (Nunclon, Nunc). En el caso de los péptidos Ge-FP_S,
Ge-FP short_S, Ge-StH1, Ge-St y N1, la incubacion se realizé en amortiguador HNE de
elusién, mientras que para Ge-StH2 se realizé en amortiguador borato; 10mMapHS,
por razones de solubilidad del péptido. Todo este proceso fue llevado é cabo agitando

la placa constantemente y a 25°C.

Luego de dos horas de incubacion, la intensidad de fluorescencia fue medida en
el lector de fluorescencia (Synergy4, BioTeK) utilizando las mismas longitudes de onda
de excitacion y emisidén gue en el paso de purificacion. Se uso dicho tiempo de
incubacién puesto que corresponde al tiempo minimo necesario para que la fuga de
ANTS/DPX alcance el equilibrio. EI 0% de fuga corresponde a lé intensidad de
fluorescencia de las LUVs en los respectivos amortiguadores, mientrés que el 100%
corresponde a la intensidad de fluorescencia producida al agregar Triton X-100 al 0,5%
(YA). La férmula utilizada para normalizar los resultados en términos de porcentaje de

fuga fue la siguiente:

% de Fuga= (FF”—FF“) 100
10077 0

donde F, corresponde a la intensidad de fluorescencia posterior a la iricubacion de las

LUVs con los respectivos péptidos, Fy corresponde a la intensidad de fluorescencia de
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las LUVs en los distintos tampones y por Ultimo F,q corresponde a la intensidad de

fluorescencia luego de agregar Triton X-100.

4.3 Ensayo de fusion de membranas

La fusién de membranas fue determinada utilizando una modificacion del
ensayo desarrollado por Struck y col (1981). Este ensayo estd basado en Ila
disminucion de la transferencia de energfa de resonancia (FRET) entre dos fluoréforos
situados en un liposoma (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il (NBD) y rodamina B (Rh))

una vez que se fusionan con liposomas que no poseen sondas fluorescentes.

4.3.1 Preparacion de LUVs

Se prepararon vesiculas unilamelares grandes de las mismas caracteristicas a
las utilizadas en el ensayo de fuga (ver seccién 4.2.1). Para estos experimentos, se
prepararon vesiculas con dos composiciones lipidicas: LUVs compuestas de
fosfatidilcolina (PC) y LUVs compuestas de fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol en una

relacién molar 4:1 (PC:PG). Con cada mezcla lipidica se prepararon LUVs marcados y

sin marcar tal como se describe en la Tabla 4.
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Tabla 4. LUVs preparados con cada mezcla lipidica utilizada en el ensayo de fusién.

LUVs

Fluordforos

Sin marcar

Marcados 1 | 1% PE-NBD y 0,25% PE-Rh

Marcados 2* | 0,1% PE-NBD y 0,025% PE-Rh

* Este marcaje fue utilizado para establecer los valores correspondientes al 100% de fusién.

La fosfatidiletanolamina (PE) acoplada a los fluoréforos NBD y Rh fue obtenida

de Molecular Probes (Invitrogen).

4.3.2 Cuantificacion de LUVs

La cuantificacion de las LUVs fue realizada de la misma manera como se

menciond anteriormente (ver seccion 4.2.3). Para la preparaciéon de las muestras, se

tomaron 20 pl de cada poblacién lipidica y 280 pl de agua destilada.

4.3.3 Medicion de la fusién de membranas

Una mezcla de LUVs marcados y sin marcar en una relacién 1:9, fue incubada

con cada uno de los péptidos descritos en la seccion 4.1. La concentracion final de la

mezcla de LUVs fue 1 pM y la incubacién fue realizada durante 1 hora a 25 °C con
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¥

agitacién constante, Los tampones utilizados (amortiguador HNE? de elusion vy

amortiguador borato 10 mM pH 9) ademas contenfan 5 mM de CaCl..

La disminucidén de la transferencia de energia de resonancia entre ambos
fluoroforos fue medida en un lector de flucrescencia (Synergy4, BioTek) a través del
aumento de la intensidad de fluorescencia del dador de energia (NBD) usando 460 y
540 nm como longitudes de onda de excitacién y emisidn, respectivamente (F;). El 0%
de fusion corresponde a la intensidad de fluorescencia de la mezcla de LUVs marcados
y sin marcar en los respectivos tampones (F,), mientras que el 100% corresponde a la
intensidad de fluorescencia de la poblacién que contiene PE-NBD y PE-Rh al 0,1% y

0,025% molar respectivamente, a una concentracion de 1 UM (Fqo).

l.a formula utilizada para normalizar los resultados en términos de porcentaje de

fusidn fue la siguiente:

% de Fusion= (Qfg_) 100
100770




5. RESULTADOS

5.1 Fuga de ANTS/DPX producida por péptidos derivados de Gc de ANDV.

Para analizar el efecto que producen los péptidos sintéticos propuestos en este
trabajo (ver seccion 4.1) se determiné su capacidad de formacién de poros en

membranas modelo, a través de la medicién de la fuga de ANTS/DPX desde LUVs.

Se probaron mezclas de lipidos con distintas caracteristicas:

- LUVs compuestos de PC, puesto que este fosfolipido es el mas abundante en las

membranas bioldgicas.

- LUVs con carga neta negativa compuestas de PC:PG y PC:PA, ya que estudios
previos indican que tanto el péptido de fusion de la proteina gp41 del VIH como la
region troncal de la proteina E1 del HCV tienen mayor afinidad por este tipo de

membranas (Nieva y cols, 1994; Pérez-Berna y col, 2008).

- LUVs con esfingolipidos (particularmente SM) y colesterol puesto que esta descrito
que ambos son fundamentales en el proceso de fusidn de los flavivirus y alphavirus
(Waarts y col, 2002). Ademas se ha reportado que la regidon pretransmembrana (o

troncal) de la proteina gp41 del VIH produce poros liticos en membranas con alto

contenido de PC, SM y colesterol (Saez-Cirion y col, 2002).
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Para determinar las concentraciones finales de trabajo de ANTS y DPX, se midio
la fluorescencia de ANTS en un amplio rango de conceniraciones y ademas en
presencia de DPX. Como se muestra en la figura 4 A, ANTS produjo una alta intensidad
de fluorescencia en un amplio rango de concentraciones. La concentracién escogida fue
12,5 mM, que corresponde a una concentracion intermedia entre el maximo de emisioén y
el maximo de autoapagamiento observado. En base a esta concentracion, se determiné
la concentracion de DPX a través de la medicién del apagamiento de la fluorescencia de
ANTS (figura 4 B). La concentracién escogida fue 45 mM ya que es una concentracion
suficiente para apagar gran parie de la fluorescencia de ANTS. De esta manera se
espera observar el incremento de la intensidad de fluorescencia de ANTS una vez que
se produzca su dilucién y la del apagador, cuando ambos salgan desde el interior de las

LUVs. Ambas concentraciones utilizadas coinciden con los datos disponibles en Ia

literatura.
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Figura 4. Determinacion de la fluorescencia de ANTS en presencia y ausencia de DPX.
En A se muestra la intensidad de fluorescencia de ANTS a distintas concentraciones. B corresponde
a la fluorescencia de ANTS a una concentracion de 12,5 mM en presencia de distintas

concentraciones de DPX. El simbolo hegro en Ay B corresponde a la misma medicion.




29

Una vez que el fluoréforo y el apagador fueron incorporados en el interior de
LUVs se realizd una purificacién mediante filtracién en gel, para eliminar moléculas no
incorporadas en su interior. Luego de la purificacién, se determiné en qué fracciones se
encontraban las LUVs a través de la medicion de la fluorescencia de DPH. Para
corroborar la presencia de ANTS y DPX en el interior de éstas, se midid la
fluorescencia de ANTS antes y después de incubar las vesiculas con Triton X-100,
Como se observa en la figura 5 A, las LUVs aparecen a partir de la fraccién numero 11,
mientras que el fluoréforo libre comienza a aparecer a partir de la fraccion namero 20.
Junto con esto, en las fracciones donde se localizan las LUVs se puede observar un
incrementc de la intensidad de fluorescencia de ANTS, sélo después de agregar Triton
X-100, confirmando la incorporacion del fluoréforo y el apagador en su interior. Sin
embargo, debido al solapamiento de los espectros de excitacion de los fluoréforos DPH
y ANTS se produce una alteracion de la intensidad de fluorescencia de este tltiimo
(comparar intensidades de fluorescencia de ANTS en las figuras 5 A y B), por lo cual
se decidio no marcar las LUVs con DPH ya que la medicion de la fluorescencia de
ANTS es suficiente para determinar las fracciones en las cuales se encuentran las

LUVs que poseen incorporados tanto el fluoréforo como el apagador (figura 5 B) .

Se juntaron las tres fracciones que contenian las mayores intensidades de
fluorescencia de ANTS para la realizacion de los ensayos posteriores. A esta muestra
se le determiné [a concentracion final de lipidos mediante un método de cuantificacion

de fosfato inorganico (ver figura S1). Las concentraciones de las mezclas lipidicas van

desde 75 uM a 100 pM.
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Figura 5. Purificacion de LUVs cargados con ANTS/DPX. La mezcla de ANTS/DPX no
incorporada en el interior de LUVs compuestos de PC fue removida a través de una filtracion en
gel usando la resina Sephadex G-50 Fine. En A se muestira la purificacion de LUVs marcadas
con DPH, mientras que B corresponde a la purificacion de vesiculas sin marcar. (=) representa
la fluorescencia de DPH, que indica la presencia de las LUVs. (o) representa |a flucrescencia de
ANTS, antes (linea continua) y después (linea discontinua) de agregar Triton X-100 a cada
fraccion. La mayor intensidad de fluorescencia de ANTS en A, se debe a que al estar solapados

los espectros de excitacion de los fluoréforos DPH y ANTS, [a intensidad de fluorescencia que

se esta observando corresponde a la de ambos fluoréforos.
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La concentracion de LUVs optima para la realizacion del ensayo fue
determinada de dos maneras: en primer lugar se realizé un espectro de emision de las
LUVs a distintas concentraciones, en presencia de Triton X-100. Como se muestra en
la figura S2, el aumento en la intensidad de fluorescencia de ANTS puede ser
observado a partir de una concentracion de lipidos de 0,1 pM. En segundo lugar, y con
el fin de evitar la dispersion de luz, se midié la absorbancia a 350 nm de las mismas
muestras de liposomas. A partir de esto, se escogid la concentracion 1 pM puesto que
permite visualizar el aumento de ANTS/DPX una vez que se produce un poro en la
membrana y ademas porque es la mayor concentracion de lipidos que posee una
absorbancia menor a 0,1, que corresponde al valor limite para que no se produzca

dispersion de luz (ver figura S3).

Una vez establecido el ensayo, se determind la cinética de la fuga de
ANTS/DPX desde el interior de LUVs compuestos de PC. Como se ve en la figura S4,
no fue posible observar el inicio de este proceso debido a la velocidad a la que se
produce, ya que la primera medicion realizada, luego de un minuto de incubacién,
corresponde a aproximadamente un tercio de |a fuga producida por el péptido Ge-StH2.
Por esto, se determiné el porcentaje de fuga que produce cada péptido una vez que la

liberacion del contenido interno alcanzé un nivel maximo.

En la figura 6 se muestra el porcentaje de fuga producido por los péptidos
controles. En A se observa la fuga producida por el péptido de fusion de la proteina
gp41 del VIH (HIV_FP), que corresponde al control positivo. Coma era de esperarse, el
péptido HIV_FP produce mayor fuga cuando las vesiculas contienen lipidos cargados

negativamente (PG y PA), alcanzando alrededor de un 40% comparado con el 15%
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que se observa con LUVs que sdlo contienen PC. Por su parte, el péptido control
negativo N1 correspondiente a un segmento de la nucleoproteina de los hantavirus, no

produjo fuga en ninguna de [as mezclas lipidicas analizadas (figura 6 B).

A B
HIV_FP N1
100- 1001
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[1+1 1]
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[Péptido] (uM) [Péptido] (M)

-4 PC.:PA - PCPG -9 PC - PC:PE:SM:col —-& PC:col

Figura 6. Porcentaje de fuga de ANTS/DPX producido por péptidos controles en
membranas con distintas composiciones lipidicas. En A se muestra el porcentaje de fuga

preducido por el péptido HIV_FP utilizado como control positivo, mientras que B muestra el
porcentaje de fuga producido por el péptido N1 utilizado como control negative. { @ } PC, (¢)
PC:PA en una relacién molar 4:1, { v ) PC:PG en una relacion molar 4:1, ( o } PC:PE:SM:col en

una relacion molar 1:1;1:1,5 y { 4 ) PC:col en una relaciéon molar 3:1,5.

En lo que respecta a los péptidos andlogos al péptido de fusion putativo de la
proteina Gc de ANDV, tanto Ge-FP_S como Ge-FP short_S no produjeron ningin
efecto en la membrana de cada una de las mezclas lipidicas analizadas; es mas, alin

cuando se observa un porcentaje de fuga levemente superior al alcanzado por el

péptide N1, en ambos casos este no corresponde a un efecto dependiente de la dosis,
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sino que mas bien corresponde a un ruide basal producido por cada una de las

concentraciones de péptido utilizadas (figura 7).

Ge-FP_S Ge-FPshort_S

[Péptido] (nM) [Péptido] (uM)

< PC:PA -+ PCPG -e PC - PCPE:SM:col -4 PC:col

Figura 7. Porcentaje de fuga de ANTS/DPX producido por péptidos analogos al péptido
de fusién putativo de la proteina Gc de ANDV en membranas con distintas

composiciones lipidicas. En A se muestra el efecto producido por el péptido Ge-FP_S,
mientras que B corresponde al efecto producido por el péptido Ge-FP short_S. (e ) PC, (¢)

PC:PA en una relacién molar 4:1, { ¥ ) PC:PG en una relacion molar 4:1, ( = ) PC:PE:SM:col en

una relacion molar 1:1:1:1,5 y ( A ) PC:col en una relacién molar 3:1,5.

Por otra parte, en la figura 8 se muestra el efecto que producen los péptidos
que abarcan la regién froncal de la proteina Ge. En A se puede ver que el péptido
correspondiente al extremo amino-terminal de esta region (Gc-StH1) no produce fuga
del contenido interno de ninguno de los tipos de liposomas analizados, comportandose
como el control negativo (péptido N1). En lo que respecta al péptido Ge-StH2, que

representa el extremo carboxilo-terminal de la regién troncal, se puede observar que
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Figura 8. Porcentaje de fuga de ANTS/DPX producido por péptidos analogos a la regién
troncal putativa de la proteina Ge de ANDV en membranas con distintas composiciones
lipidicas. En A se muestra el efecto producido por el péptido Ge-StH1. B corresponde al efecto
producide por el péptido Ge-StH2, mientras que C corresponde al efecto producido por el

péptido Ge-St. Las composiciones lipidicas utilizadas corresponden a: (@ ) PC, (¢ ) PC:PAen

una relacién molar 4:1, ( ¥ ) PC:PG en una relacidn molar 4:1, ( = ) PC:PE:SM:col en una

relacidn molar 1:1:1:1,5 y { & } PC:col en una relacion molar 3:1,5.
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produce peoros en las membranas de las cinco mezclas lipidicas analizadas (ver figura
8B). A pesar que en cada una de las mezclas se observa un efecto dosis-dependiente
que alcanza un nivel maximo, el comportamiento del péptido es dependiente de [a
composicién lipidica de las LUVs. En LUVs compuestos de PC, este péptido produce
un porcentaje de fuga que alcanza el 70%. Cuando las LUVs ademas contienen
fosfolipidos aniénicos el porcentaje de fuga se incrementia, alcanzando alrededor de un
80% cuando éste fosfolipido corresponde a PA y un 75% cuando corresponde a PG. El
efecto producido por Ge-StH2 sdlo alcanza un 15% de fuga, cuando las LUVs
contienen SM y colesterol. Del mismo modo, al observar el efecto producido por este
péptido en la mezcla que contiene sbélo PC y colesterol, se ve que la fuga también
disminuye alcanzando un porcentaje similar al mencionado anteriormente. Estos
resultados sugieren que la presencia de colesterol es critica en el efecto que el péptido
producira en la membrana, mientras que la presencia de SM aparentemente no altera

su comportamiento.

Al observar el efecto del pé|;tido que abarca la region troncal completa (figura 8
C), se puede ver que produce fuga del contenido interno cuando los liposomas estan
compuestos de PC y ademas cuando estos poseen fosfolipidos anidnicos. A diferencia
de lo observado anteriormente con ef péptido Ge-StH2, el efecto producido por el
péptido Ge-St no varia significativamente cuando la poblacion lipidica tiene carga neta
negativa. Sin embargo, una vez mas, se puede ver que la presencia de colesterol en la
membrana provoca una disminucion en el porcentaje de fuga producido por este

péptido.

.
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Dado el aumento observado en la fuga producida por el péptido Ge-StH2 en
membranas con carga neta negativa, se evalud si este comporiamiento se debia a
interacciones electrostaticas entre el péptido y la membrana. Para esto, se realizaron
dos estrategias: en primer lugar se determin¢ [a fuga producida por Ge¢-StH2 a distintos
pHs, en liposomas neutros (PC) y liposomas aniénicos (PC:PG). Como se observa en
las figura 11 A y B, el efecto producido por el péptido varia notoriamente dependiendo
del pH al cual se realice el ensayo, sin embargo su comportamiento es similar tanto en
las LUVs compuestas por PC, como en las compuestas por PC y PG. En segundo
lugar, se evalué el efecto de la fuerza iénica en la fuga producida por Ge-StH2. No se
observé un cambio significativo en el comportamiento del péptido al aumentar las

concentraciones de NaCl en ninguna de las mezclas lipidicas analizadas como puede

observarse en las figuras 11 Cy D.
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Figura 9. Porcentaje de fuga de ANTS/DPX producido por Ge-StH2 dependiente de pH y
fuerza idnica. Se evalud el efecto que del pH del medio en la fuga de ANTS/DPX producida por
Ge-StHZ2 en LUVs neutros (A) y anidnicos (B). Ademas se evaludé el efecto que tienen
concentraciones crecientes de NaCl en estas mismas mezclas lipidicas (C y D

respectivamente). En A y B los amortiguadores usados fueron MES 10 mM a pH 5, HNE de

elusion a pH 7, borato 10 mM a pH 9 y borato 10 mM a pH 11.
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5.2 Fusion de membranas producida por péptidos derivados de Gc de ANDV.

Para determinar si los péptidos anélogos al péptido de fusién putativo y a la
regién troncal putativa de Gc de ANDV inducen fusién de membranas, se midié la
reduccién de la transferencia de energia de resonancia entre los fluoréforos NBD

(donador de energia) y Rh (aceptor de energfa).

Inicialmente, se midieron los espectros de excitacién y emisién de cada
fluoréforo, a partir de LUVs compuestas de PC que contenlan, en un caso, PE
acoplada a NBD (PE-NBD) y, en otro caso, PE acoplada a Rh (PE-Rh). Como se ve en
la figura S5 existe un solapamiento entre el espectro de emision del fluoréforo NBD y el
espectro de excitacion de Rh, lo que confirma la posibilidad de utilizar a NBD como

dador de energia y a Rh como aceptor de ésta (Struck y col, 1981).

Para corroborar dicha transferencia de energia de resonancia entre NBD y Rh,
se realizé un espectro de emision de LUVs gue contenian PE-NBD y PE-Rh. Como se
puede ver en la figura 10, al excitar NBD se observa un maximo de emision a 590 nm,
correspondiente al patrén de emision de Rh. Junto con esto, si se agrega Triton X-100
y se excita NBD se observa un maximo a 540 nm, correspondiente a la emisién de
NBD sin transferencia de energia. De esta manera, cuando ambos fluoréforos se
encuentran proéximos en la membrana se produce transferencia de energia mientras
que cuando ambos se alejan, como es el caso luego de la adicion de Triton X-100, el

efecto disminuye por lo que se observa un aumento en la intensidad de fluorescencia

de NBD.
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Utilizamos el aumento de la intensidad de fluorescencia de NBD como
parametro para determinar fusion de membranas debido a que como consecuencia de
ésta se producira [a dilucién del aceptor de energia (Rh), lo que provocara un aumento

en la intensidad de fluorescencia del donador.

500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
Longitud de onda {nm)

Figura 10. Espectro de emision de fluorescencia de LUVs marcados con 1% de PE-NBD y
0,25% de PE-Rh. La longitud de onda de excitacién utilizada para realizar el espectro fue 460
nm, que corresponde a la longitud de onda de excitacion del fluordforo NBD. La linea

discontinua corresponde al espectro de emision luego de agregar Triton X-100 al 0,5% (*/,).

La concentracién de ambos fluoréforos en la membrana corresponde a 1% de
PE-NBD y 0,25% de PE-Rh, ya que como se observa en la figura 10 esta
concentracion es suficiente para que se produzca la transferencia de energia entre
ambos fluoréforos. La mezcla de liposomas marcados y sin marcar fue realizada a una
relacion molar de 1:9. Debido a que en términos de probabilidad, la maxima fusién que
podria producirse corresponde a una vesicula marcada con nueve vesiculas sin

marcar, el 100% de fusién fue establecido a partir de una poblacién lipidica que
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contiene ambos fluoréforos a una concentracion correspondiente al 10% de la
concentracion de cada uno en la poblacién de liposomas marcados. Como se observa
en la figura 11, la poblacién utilizada para establecer el 100% de fusién posee un
maximo de emisién a 540 nm, que corresponde a la intensidad de fluorescencia de
NBD cuando Ila transferencia de energia disminuye, debido a [a dilucién de ambos

fluoréforos en la membrana.
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Figura 11. Espectro de emisién de fluorescencia de LUVs utilizados en los ensayos de
fusion. (m) corresponde al espectro de emisién de fluorescencia de la mezcla de liposomas
marcados con 1% de PE-NBD y 0,25% de PE-Rh y sin marcar a una relacion molar 1:9.
{o) corresponde al espectro de emision de fluorescencia de la mezcla lipidica utilizada para

establecer el 100% de fusién marcada con 0,1% de PE-NBD y 0,025% de PE-Rh.

Al igual que en el ensayo de fuga, la concentracién final de liposomas utilizada

fue 1 pM, ya que a esta concentracion la absorbancia a 350 nm es menor a 0,1.
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Una vez establecidos los parametros del ensayo, se determind la fusion de
membranas utilizando concentraciones crecientes de los péptidos utilizados como
control: HIV_FP y N1 en dos composiciones lipidicas PC y PC:PG. Como se muestra
en [a figura 12, sélo el péptido HIV_FP produjo fusién de membranas, la que alcanza
cerca de un 20% en ambas mezclas a la méxima concentracién de péptido utilizada;
sin embargo no se observé una saturacién del efecto, lo que indicaria que la fusion

podria ser atin mayor al aumentar la concentracion del péptido.
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Figura 12. Porcentaje de fusién de membranas producido por péptidos controles en
membranas con distintas composiciones lipidicas. En A se muestra el efecto producido por
el péptido HIV_FP utilizado como control positivo, mientras que B corresponde al efecto
producido por el péptido N1 utiizado como control negativo. Las composiciones lipldicas

utilizadas fueron: (e ) PCy (¥) PC:PG en una relacion molar 4:1.
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Como se muestra en la figura 13, ninguno de los péptidos analogos al péptido

de fusion putativo de Ia proteina Ge produjo fusion de membranas en las poblaciones

lipidicas analizadas.
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Figura 13. Porcentaje de fusién de membranas producido por péptidos analogos al
péptide de fusién putative de la proteina Gec de ANDV en membranas con distintas
composiciones lipidicas. En A se muestra el efecto producido por e! péptido Ge-FP_S,

mientras que B corresponde al efecto producido por el péptido Gc-FP short S. Las

composiciones lipidicas fueron: ( ® ) PC y (¥) PC:PG en una relacién molar 4:1.

Por dltimo, al observar el efecto producido por los péptidos representantes de [a
region troncal putativa de la proteina Gc, se puede ver que s6lo el péptido Ge-StH2
produjo fusién de membranas en ambas poblaciones lipidicas evaluadas (ver figura 14
B). Es importante destacar, que atin cuando la fusién de membranas es similar en
ambos casos, alcanzando un valor maximo de 16%, el maximo nivel que se observa en
la mezcla que contiene lipidos anionicos se logra con concentraciones de péptido
menores respecto de las concentraciones que se requieren para lograr el mismo efecto

en las LUVs compuestas solamente por PC. De esta manera, y tal como se observo en
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el ensayo de fuga, el péptido Ge-StH2 produce un mayor efecto en LUVs cargados

negativamente.
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Figura 14. Porcentaje de fusién de membranas producido por péptidos andlogos a la
region troncal putativa de la proteina Gc de ANDV en membranas con distintas
composiciones lipidicas. En A se muestra el efecto producido por el péptido Ge-StH1. B
corresponde al efecto producido por el péptido Ge-StH2, mientras que C corresponde al efecto

producido por el peptido Ge-St. Las composiciones lipldicas utilizadas fueron: ( @ ) PC y (V)

PC:PG en una relacion molar 4:1.




6. DISCUSION

Las proteinas de fusion disminuyen la energla de activacién requerida para que
se produzca la fusion de membranas, paso clave en el ciclo infectivo de virus que
poseen una envoltura lipidica. Los intermediarios en el proceso de fusién poseen una
energia libre mas alta que la de los estados iniciales y finales, ya que este
intermediario inducira curvatura o ruptura transitoria de las monocapas, proceso que no

ocurre espontaneamente (Epand, 2003; Harrison, 2008).

El estudio del mecanismeo de fusion viral ha sido fundamental en el desarrollo de
drogas producidas contra estos patégenos. El caso del VIH es un ejemplo de terapias
efectivas utilizando péptidos que bloguean el cambio conformacional de la proteina que
produce la fusién de la membrana viral con la membrana plasmatica (Kilby y col, 1998).
Asl, la comprension del mecanismo de fusién viral ha adquirido gran atencién en los
Ultimos afios focalizéndose en el estudio de las distintas regiones funcionales que

poseen las proteinas de fusion virales.

En este trabajo se estudiaron dos regiones funcionales de la proteina Gec de
ANDYV: el péptido de fusidn putativo y la regién troncal putativa, en términos del efecto
que estas producen en membranas artificiales, luego que se unen a ellas. En estudios
realizados con virus pertenecientes a otras familias virales, se ha visto que estas

regiones alteran la arquitectura de la membrana favoreciendo el desencadenamiento

del proceso fusogenico (Nieva y col, 1994; Saez-Cirién y col, 2002; Pérez-Berné y col,
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2008). No obstante, no existen estudios de este tipp con miembros del género

Hantavirus, o con otras especies pertenecientes a la familia Bunyaviridae.

Se observd que péptidos analogos al péptido de fusion putativo de la proteina
Gc no predujeron fuga del contenido interno de LUVs de distintas composiciones
lipidicas (ver figura 7), ni tampoco produjeron la fusion de éstas (ver figura 13).
Consideramos posible que ambos efectos no se produjeron in vitro debido a la

conformacion que estos péptidos adoptaron en solucion.

De acuerdo al modelo molecular de [a proteina Gc de ANDV, derivado del
modelamiento por homologia a partir de la estructura disponible de la proteina E de
TBEV (Tischler y col, 2005), la horquilla de fusion presente en el dominio Il de la
proteina Gc, podrfa estar siendo estabilizada por residuos de cisteina que la flanquean,
los cuales estarian estableciendo puentes disulfuro con cisteinas presentes en las
horquillas vecinas. Asl, atn cuando los péptidos sintéticos no hubieran tenido sus
residuos de cisteina sustituidos por serina, es poco probable que estos adoptaran una
estructura de horquilla similar a la que se propone en la proteina completa. Sin
embargo, existen trabajos con el péptido de fusion de DENV, cuya proteina de fusién
corresponde a una protefna de fusién clase Il, en los cuales el péptido de fusién induce
fusion de membranas sintéticas atin cuando posee las sustituciones de cisteinas por
alaninas (Stauffer y col, 2008). Otra causa probable podria estar relacionada con las
composiciones lipidicas de los liposomas analizados en este trabajo. En el futuro,
podria evaluarse el efecto de los péptidos analogos al péptido de fusién putativo en
mezclas lipidicas con caracteristicas distintas, como por ejemplo utilizando lipidos

sintéticos con cadenas hidrocarbonadas mas ordenadas, ya que estd descrito que la
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formacion de poros es mayor en membranas compuestas por este tipo de lipidos (Nicol

y col, 2000).

Otra posibilidad que puede explicar la ausencia de un efecto medible por
péptidos analogos al péptido de fusion putativo de Ge es el bajo contenido de residuos
hidrofébicos que este posee, a diferencia de! péptido de fusion de la proteina gp41 del
VIH utilizado en este trabajo como control positivo. Asl, es posible que Ia insercién del
peptido de fusién putativo no sea profunda, estableciendo preferencialmente
interacciones con las cabezas polares de los fosfolipidos ubicandose en la interfase de
membrana (Cifuentes y col, 2011). Por tanto, es probable que este péptido afecte la
fluidez interna de la membrana generando su desestabilizacion sélo una vez que actia
de manera coordinada con varios péptidos de fusién vecinos, en el contexto de la

proteina completa cuando se produce su activacion y trimerizacion.

En lo que respecta a la regidon troncal putativa, se observd que el péptido
analogo a esta region produjo fuga del contenido interno de liposomas compuestos de
fosfolipidos zwiteriénicos (PC) y liposomas que contenian fosfolipidos aniénicos (PG y
PA) (ver figura 8 C). No obstante, el tUnico péptido que produjo poros en todas las
composiciones lipidicas analizadas, ademas de inducir fusién de membranas, fue el
peptido Ge-StH2, como se muestra en las figuras 8 B y 14 B, respectivamente. Este
comportamiento puede explicarse debido a que este péptido posee una estructura de

helice a con caracter anfipatico (datos no publicados).

Basados en informacién obtenida con el péptido de fusién de la proteina gp41

de VIH, el péptido GALA y la pardaxina se ha desarrollado un modelo que explicaria
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cémo un péptido produce poros en membranas (Nir & Nieva, 2000). De acuerdo con el
modelo, el péptido se une a la membrana y se agrega en su superficie. Cuando el
agregado ha adquirido un tamafio critico se produce la translocacion de los péptidos,
los cuales atraviesan la bicapa lipidica, creandose un poro a través del cual se produce
la fuga de las moléculas que se encuentran en el interior del compartimiento
membranoso (figura 15). De acuerdo a esto, |a cinética de fuga estaria comandada por

la agregacioén de los péptidos en la superficie.
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Figura 15. Modelo de formacién de poros por péptidos en membranas. (1) péptidos libres
en solucion. (2) agregados peptidicos en solucion. (3) péptidos unidos a la superficie de la
membrana en forma monomérica. (4) Agregados de péptidos unidos a la superficie de la
membrana. (5) Poro formado por un agregado de péptidos unidos a la membrana. (Modificada

de Nir & Nieva, 2000).
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Los resultados obtenidos con el péptido Ge-StH2, sugieren que la formacidn del
poro ocurre segdn lo descrito por el modelo explicado anteriormente. El hecho que la
presencia de colesterol tenga como efecto una disminucién de la fuga producida por
este péptido podria ser explicado por su rol en la estabilizacion de las membranas. Asl,
se ha planteado que el colesterol ayuda a que los péptidos se agreguen en la
superficie de la membrana de manera reversible, desfavoreciendo su translocacién (Nir
& Nieva, 2000). Otra explicaciéon posible al bajo porcentaje de fuga observado en la
mezcla lipidica que contiene PC, PE, SM y col, podria estar relacionada con la
presencia de PE, Este fosfolipido, al poseer una cabeza polar pequefia tiene forma
de cono, por lo que estaria induciendo curvatura espontanea negativa en la membrana
{Chemomordik & Kozlov, 2005). Ademas, se sabe que para que un péptido produzca
un poro en una membrana debe inducir en ella curvatura positiva. Por esto, la
curvatura espontanea negativa reduciria la deformacioén local que podria producir el
péptido al unirse a la membrana y dificuitaria su insercién de manera perpendicular ya
que es mas favorable en este contexto que el péptido se disponga de manera paralela

a la superficie de la membrana (Nir & Nieva, 2000).

Otro punto importante a discutir es la diferencia en el comportamiento
observado con la region troncal de Gec de ANDV con respecto a lo que esta descrito
para la regién pretransmembrana o troncal de la proteina gp41 del VIH. Como ya fue
mencionado previamente, existe evidencia experimental que indica que la presencia de
colesterol y SM promueve la agregacién de esta regién en la membrana lo que
favorece su desestabilizacion (Saez-Cirion y col, 2002). Debido a que el ensamblaje de

los viriones del VIH ocurre en la membrana plasmatica (Ono & Freed, 2001) es

probable que [a composicion de la membrana viral de éstos posea un alto contenido de
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colesterol, dado el gran porcentaie de este lipido en [a membrana plasmatica. De esta
manera, es probable que si €l rol de [a region pretransmembrana es desestabilizar Ia
membrana viral, ésta debe ser capaz de desestabilizar membranas con alto contenido
de colesterol. A pesar de que existen datos contradictorios respecto al lugar en donde
se produciria el ensamblaje de los viriones de miembros del género Hanfavirus, una
posibilidad es que este se produzca en el aparato de Golgi, alin cuando fambién se ha
sugerido gue los hantavirus distribuidos en América, entre ellos el virus Andes, podrian
ensamblarse en la membrana plasmatica (Hussein y col, 2011). Si este proceso
ocurriera en el aparato de Golgi, es probable que la membrana viral de estos virus no
contenga altos niveles de colesterol y SM, dada la menor relacion de SM-fosfolipidos y
colesterol-fosfolipidos que posee la membrana del aparato de Golgi y del reticulo
endoplasmatico en comparacidn a la membrana plasmatica (Teissier & Pécheur, 2007).
De ser asi, esta podria ser una explicacion de por qué la regién troncal de la proteina
Gc tiene un efecto menor en la formacién de poros cuando las membranas contienen

colesterol y SM.

El hecho que la region froncal de Gec de ANDV genere un efecto mas marcado
en liposomas cargados negativamente, sugiere que ademas de las interacciones
hidrofébicas que permiten la interaccién entre el péptido y la membrana, también
podrian estar involucradas interacciones electrostaticas, entre las cargas de las
cabezas polares fosfolipidicas cargadas negativamente y los residuos aminoacidicos
de lisina cargados positivamente que se encuenfran presentes en el extremo
carboxilo-terminal de la region troncal. Como una aproximacién para evaluar este
efecto se vario el pH en el cual se realizd el ensayo de fuga, con el fin de cambiar los

estados de protonacién de los residuos aminoacidicos del péptido y la carga neta de
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los lipidos, sin embargo se observd un comportamiento similar en vesiculas
zwiterionicas y vesiculas anidnicas lo que descartaria el efecto de las cargas en los
resultados observados (ver figura 9, Ay B). En relacién a lo anterior, es probable que al
variar el pH no solo se zltere la carga de los residuos aminoacidicos, sino gue también
se favorezca la formacion de conformaciones oligoméricas solubles, que impedirian su
unién a membranas, ya que segin el medelo de formacion de poros mencionado
anteriormente, es necesario que los péptidos se unan a la membrana individualmente y
una vez en su superficie se agreguen hasta alcanzar un tamafio adecuado para que se
produzca un canal o poro. Al aumentar la fuerza idnica agregando NaCl al medio, no se
observé un cambio en la fuga producida por el péptido (ver figura 9, C y D), lo que
estaria indicando que no hay interacciones electrostéticas involucradas en la unién
entre los liposomas y el péptido, por lo cual es posible que sea otra propiedad de los

fosfollpidos anidnicos la que estaria favoreciendo el mayor efecto observado.

En lo que respecta a la fusion de membranas, pudo observase que el péptido
Gce-StH2 indyjo fusion de membranas de manera comparable a la producida por el
péptido de fusion del VIH en la misma composicidn lipidica. Es importante mencionar
que la fusion de membranas fue analizada en presencia de Ca'?, puesto que esta
descrito que este catién es fundamental para que se produzca fusiéon y no fuga del
contenido interno de liposomas cuando el péptido de fusién de HIV esta en contacto
con membranas cargadas negativamente (Nieva y col, 1994). En el futuro, seria
interesante determinar si el péptido Ge-StH2 induce fusién de membranas en ausencia
de este cation, asf como también analizar otras composiciones lipidicas que favorezcan

o impidan este proceso, con el fin de determinar si ambos procesos son sinérgicos al
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momento de desestabilizar la membrana o bien antagénicos como ya ha sido descrito

para el péptido de fusioén de la protefna gp41 del VIH (Nir & Nieva, 2000).

Finalmente, a pariir de los experimentos realizados en este trabajo no fue
posible determinar un efecto con el péptide Ge-StH1 que corresponde al extremo
amino-terminal de la region troncal de Gec de ANDV una vez que se une a membranas.
Es posible que esta interaccion no esté relacionada con la desestabilizacion de la
membrana o bien, el efecto producido por éste no es tan drastico, en comparacion al
que produce el extremo carboxilo-terminal de esta regién. Otra posibilidad es que el
extremo amino-terminal solo actie como un nexo entre los ectodominios globulares y
la regién transmembrana, dandole la flexibilidad necesaria a la proteina Gc una vez
que se produce su cambio conformacional, o bien este relacionada con la trimerizacion
de la proteina de fusién, como ya ha sido descrito para los flavivirus (Allison y col,
1999). Para obtener la respuesia a estas interrogantes, sera necesario realizar

mayores estudios a futuro,

A partir de estos resultados, se puede concluir que la regidn carboxilo-terminal
de la regién troncal putativa de la proteina de fusion Gc de ANDV desestabiliza
membranas, por lo cual corresponderia a una region funcional de esta proteina. En el
futuro, estudios de mutagénesis de la proteina completa podrian ayudar a entender en

qué etapas del mecanismo de fusion la regién troncal es critica en la funcionalidad de

esta proteina.




7. Conclusiones

Los péptidos Ge-St y Ge-StH2 producen fuga del contenido interno de liposomas.

Sdlo el péptido Ge-StH2 produce fusién de membranas modelo.

La fuga y fusién producida por los péptidos dependen de la composicion lipldica de

los liposomas, observandose un mayor efecto en liposomas anionicos.

La interaccion entre el péptido Ge-StH2 vy los liposomas no es electrostatica.

Los péptidos analogos al péptido de fusion putativo de Gec de ANDV no producen

ningtin efecto en membranas, posiblemente debido a [a estructura que estos

adquieren en solucién.

Los resultados indican que la regién abarcada por el péptido Ge-StH2,

correspondiente al extremo carboxilo-terminal de la region troncal putativa

es una regién funcional de Gc¢ de ANDV.
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Figura S1. Cuantificacién de fosfato Inorganico. Se realizé una curva de calibracién en la cual se

interpolaron las absorbancias de cada una de las mezclas lipidicas utilizadas en los distintos ensayos, para

obtener la concentracidn total de lipidos. (- -~ ) corresponde a la interpolacion de LUVs compuestos de PC

utilizados en el ensayo de fuga.
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Figura S2. Espectro de flucrescencia de ANTS al incubar distintas concentraciones de LUVs
compuestas de PC con Triton X-100. La longitud de onda de excitacidn utilizada fue 355 nm. Las

concentraciones de LUVs utllizadas fueron: () 0,1 UM, (#) 0,5 uM, (¢) 1 piv, (¢} 5 pM vy (#) 10 M.
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Figura S3. Dispersion de luz producida por LUVs compuestas de PC. Se midié la absorbancia a
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Figura 84, Cinética de Ia fuga producida por péptidos derivados de la regién troncal putativa de Gc
de ANDV. (¢+) comresponde al péptido Ge-StH1, (e) corresponde al péptido Ge-StH2 y (A) corresponde al
péptido control negativo N1. En cada caso, la concentracion de péptido utilizada fue 10 pM mientras que la

de las LUVs compuestas de PC fue 1 pM.
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Figura S5. Espectros de fluorescencia de LUVs marcados con NBD y Rh. En A se muestran los
espectros de excitacién (0} y emisién (¢) de NBD, mientras que en B se muestran los espectros de

excitacin (o} y emision (e) de Rh. Las LUVs fueron marcadas con 0,6% de PE-NBD y 0,6% de PE-Rh.




