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RESUMEN

El virus Andes (ANDV), miembro del género Hantavirus de la familia Bunyaviridae, es
el principal agente etioldgico del sindrome cardiopulmonar por hantavirus (SCPH) en
América del Sur. El genoma viral comprende tres segmentos de RNA de hebra simple de
polaridad negativa denominados segin su tamafio: segmento L (Large), segmento M
(Medium), y segmento S (Small). Este trabajo de tesis se centra en el estudio de]l RNA
mensajero del segmento S (SmRNA). Se demuestra que, ademéas de codificar para la
proteina de la nucleocapside (N), el SmRNA codifica para una proteina no estructural
denominada proteina no-estructural del segmento S (NSs). La expresion de la proteina
NSs-ANDYV se demuestra en un contexto de infeccion viral en lineas celulares VeroE6,
y también en un modelo de infeccién animal utilizando hamster Sirio. Luego de evaluar
la posible funcién de la proteina NSs-ANDV, se establece que ésta modula el sistema
inmune innato, especificamente inhibiendo la activacion del promotor INF-f§ y NF«xB.
Ademais se establece que la proteina NSs-ANDYV inhibe la activacién de NFxB. En
resumen, este trabajo de tesis demuestra por primera vez la expresion de la proteina

NSs-ANDYV, y establece su rol en la modulacidn del el sistema inmune innato celular.
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ABSTRACT

The Andes virus (ANDV), a rodent-borne hantavirus, member of the Bunyaviridae
family of viruses, is the major etiological agent of the hantavirus cardiopulmonary
syndrome (HCPS) in South America. The viral genome comprises three segments of
single siranded, negative polarity RNA, named by their size: L segment (Large), M
segment (Medium) and S segment (Small). This thesis focused on the study of the S
segment mMRNA (smRNA). Results demonstrate that, the SmRNA not only encodes for
the nucleocapsid protein (N) but also for a nonstructural protein, the nonstructural
protein of the S segment (NSs-ANDV). The expression of the NSs-ANDV protein is
shown in the context of a viral infection in VeroE6 cell lines, and in an animal model,
the Syrian hamster. Next we sought to establish a possible role for the NSs-ANDV
protein. Results suggest that the NSs-ANDV modulates the innate immune system by
inhibiting the activation of NFkB and INF-B promoter during ANDYV infection.
Consistent with its role in inhibiting cellular innate immunity results show that the NSS-
ANDV protein inhibits dsSRNA induced activation of NFkB. In summary, this thesis
shows for the first time the expression of the protein NSs-ANDV in the context of a viral

infection, and establishes its role in modulating the cellular innate immune system.
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1. INTRODUCCION

1.1 Hantavirus Andes

El género Hantavirus de la familia Bunyaviridae comprende 24 especies virales (1), que
han sido clasificados en 2 grandes grupos de acuerdo a la distribucion geografica de su
reservorio (2) y a la patologia que provocan en humanos (3). Los Hantavirus del Viejo
Mundo, como son Hantaan (HTNV), Pummala (PUUV) y Seoul (SEOV), se localizan
geograficamente en las regiones de Europa y Asia, siendo los agentes etiologicos de la
fiebre hemorragica con sindrome renal (FHSR) (3). Los Hantavirus del Nuevo Mundo
como son Sin Nombre (SNV) y Andes (ANDV) se localizan geogrificamente en el
continente americano y son agentes etioldgicos del sindrome cardiopulmonar causado
por hantavirus (SCPH) (3—6). El género hantavirus también comprende especies no
patogénicas para el hombre como son los virus Prospect Hill (PHV) y Tula (TULV) (7,

8).

A la fecha, en Chile se ha identificado y aislado sélo un Hantavirus, el virus Andes
(ANDV) el que se asocia al SCPH (4, 9). Esta enfermedad descrita en la década del 90,
ha evolucionado como un problema emergente de salud priblica en Chile y Argentina (4,
10), alcanzando una tasa de mortalidad de un 30 a 40% (http:/epi.minsal.cV/}. El
reservorio de ANDYV es el ratén Oligoryzomys longicaudatus o “raton de cola larga”,

que en Chile se distribuye entre la cuarta y la undécima region (11).




1.2 Particula viral y organizacién genémica

Los Hantavirus son virus envueltos de morfologia esférica que presentan un
tamafio aproximado entre 70-160 nm (3). En la envoltura se encuentran insertas las
glicoproteinas virales Gn y Gc en forma de heterodimero (12-14) (Figura 1A). Al
interior de la particula se encuentra ¢l genoma viral que corresponde a tres segmentos de
RNA de hebra simple de polaridad negativa. Los segmentos del RNA gendémico se
denominan segln su tamafio en segmento L (Large), segmento M (Medium) y segmento
S (Small). El segmento L. con un tamafio aproximado de 6,6 Kb y codifica para la RNA
polimerasa RNA dependiente (RdRp) viral o proteina L. El segmento M presenta un
tamafio aproximado de 3,7 Kb, y codifica para las glicoproteinas Gn y Ge. El segmento
S presenta un tamafio aproximado de 2,1 Kb y codifica para la nucleoproteina (proteina
N). En algunos virus del género el segmento S también codifica, en un marco de lectura
(ORF) alternativo al marco de la proteina N, para una proteina no estructural (NSs) (15)
(Figura 1B). Una caracteristica del RNA gendmico viral es la complementariedad de
bases existentes entre los extremos 5° y 3°de todos los segmentos (Figura 1C). Esta
complementariedad de bases permite al RNA gendmico circularizar por medio de
interacciones nucleotidicas no covalentes formando una estructura del tipo
“panhandle”(16). E1 RNA gendmico, junto a multiples copias de la proteina N, forma
un complejo ribonucleoproteico que en conjunto con la RNA polimerasa viral son

encapsidados en las particulas virales sintetizadas de novo (17) (Figura 1A).
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Figura 1. Modelo de la particula viral y organizacion gendémica.

A) Representacion esquematica de la particula viral. Desde el exterior al interior de la
particula viral encontramos las glicoproteinas Gn y Gc insertadas en la envoltura
lipidica. Los 3 segmentos (L, M y S) de RNA genoémico de polaridad negativa, cubiertos
de proteina N y una copia de la RdRp viral, forman un complejo ribonucleoproteico
(RNP) (http://www.expasy.ch/viralzone/). B) Representacion esquematica de los
segmentos de RNA genomicos de hantavirus. El segmento S codifica para las proteinas
N y NSs, el segmento M codifica para las glicoproteinas Gn y Gc, y el segmento L
codifica para la RNA polimerasa RNA dependiente (proteina L) (7). C) La estructura
“Panhandle” de RNA genomico viral se establece por complementariedad de bases entre
la region 5°no codificante (NCR) y el 3'NCR de los 3 segmentos. En la figura se destaca
que las primeras 11 bases son conservadas entre los 3 segmentos.



1.3 Caracteristicas de las proteinas virales

La RNA polimerasa RNA dependiente (RdRp) viral (Proteina L), de un peso molecular
de 250 a 280 kDa dependiendo del virus analizado (18), presenta un dominio con
actividad endonucleasa en el extremo N-terminal (19). La proteina L participa tanto en
el proceso de replicacion como en la transcripcion del genoma viral. Durante la etapa de
tran‘?scripcién, para cada segmento gendmico, la protefna L sintetiza un RNA mensajero
(mR:SNA) a partir del RNA viral (vRNA) y durante la replicacion, la proteina L sintetiza
un RNA complementario (CRNA), intermediario de replicacién que luego serd utilizado
como templado para la sintesis de nuevas copias de VRNA. Es el vRNA de novo
sintetizado el que sera empaquetado en las nuevas particulas virales. Se ha observado
que la actividad transcripcional de la RdRp viral requiere de la proteina N, la que
participa en la obtenci6én de nucleétidos con estructura “cap™ (7-metilguanosina) en su 5’
y en su extremo 3> un “-OH” libre (20). Estos partidores con estructura 5’cap se

obtienen desde mRNA celulares mediante un proceso denominado “cap snatching”.

Las glicoproteinas Gn y Gc se sintetizan a partir de un precursor de glicoproteinas
(GPC) en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (17). El GPC es procesado co-
traduccionalmente dando origen a la glicoproteina Gn que proviene del extremo N-

terminal, y Ge que corresponde al extremo C-terminal (13). Durante su paso por el RER

las glicoproteinas sufren un procesos de maduracién el que se asocia a modificaciones




del tipo N-glicosilaciones (21). Ambas glicoproteinas, Gn y Ge forman complejos
heteromultimericos en el RER, los cuales posteriormente son transportadas al aparato de
Golgi (22-24). Estos complejos multiméricos son finalmente dirigidos a los sitios de
ensamblaje de la particula viral (25). A este respecto se ha descrito que las regiones
citoplasméticas de Gn (~150 aa) y G (~9-26 aa) pueden interactuar directamente con la
proteina N (26), la que se encuentra formando parte de los complejos
ribonucleoproteicos junto al vVRNA. Las glicoproteinas virales cumplen dos funciones
importantes durante la etapa de entrada del virus a la célula: son las responsables de la
interaccién con los receptores en la superficie celular y favorecen el proceso de fusion
de membrana para permitir al virus escapar de la via de degradacién endocitica (27).
Durante el proceso de fusion de membranas, se ha determinado que la glicoproteina Ge
presenta el péptido de fusion de tipo II que se activa a pH bajo (28). Ademads, se ha
descrito que la cola citoplasmética de Gn inhibe la respuesta de interferén de tipo I,
especificamente inhibiendo los sensores citoplasmdticos RIG-I (Retinoica Acid-
inducible Gene-I) y TBK-1 (TANK-binding kinase-1) (29), permitiendo asi retardar la

respuesta inmune celular.

La proteina N es el componente mas abundante de la particula viral y juega un papel
central en el ciclo replicativo. Se encuentra formando un complejo ribonucleico (RNP)
junto al RNA viral (30), ademés de interactuar con la proteina L (31). Mir y cols,

determinaron que la proteina N trimeriza y es capaz de unirse especificamente a la

estructura “panhandle” formada por las extremos 5° y 3’del RNA gendmico junto a la




proteina L (32). Ademds, se estableci6 que la proteina N de SNV es capaz de reemplazar
de manera funcional al complejo de iniciacién eucarittico 4F (eIF4F). El complejo
elF4F estd constituido por tres proteinas elF4E, elF4G y elF4A, las que participan en el
proceso de inicio de la traduccién (33). La proteina eIF4E reconoce e interactita con la
estructura 5°cap del mRNA, mientras que elF4A, una RNA-helicasa bidireccional
dependiente de ATP, participa relajando las estructuras secundarias presentes en el
mRNA. La fincién de elF4A requiere del cofactor elF4B. La proteina elF4G presenta
dos sitios de union a eIF4A, un sitio de unién a elF4E y un sitio de unién a eIF3, el que a
su vez une la subunidad ribosomal 408S. El factor elF4G actia como una proteina de
andamio, permitiendo el ensamblaje del complejo de iniciacién sobre el mRNA. Ademas
eIF4G media la circularizacion del mensajero gracias a su capacidad de interaccion con
la proteina de unidén a poly(A) (PABP), que une a la cola 3 poly (A) (33). La subunidad
ribosomal 40S es reclutada al mRNA como parte del complejo 43S formado por el
complejo ternario (elF2-GTPARNALI) y los factores eIF1A, elF1 y eIF5. La proteina N
reconoce e interactiia con la estructura 5°cap del mRNA, reemplazando en funcion a
eIF4E (34). Més atin, la proteina N interactiia con la proteina ribosomal S19 presente en
la subunidad ribosomal 408, atrayendo asi a la subunidad 408 hacia el mRNA viral (35).
Es asi como la proteina N reemplaza de manera funcional a la proteina elF4G. Por otro
lado, el mRNA de hantavirus carece de cola 3’poly-(A), por lo tanto, la interaccion
eIF4G-PABP no es requerida en el proceso de iniciacion de la sintesis de protefnas para
los segmentos S y L (34). En el caso del ANDV se ha establecido que el extremo 3'UTR
del mRNA reemplaza funcionalmente la cola poly-(A), estimulando el inicio de la

traduccion (36). Finalmente, la proteina N también desestabiliza estructuras secundarias



del mRNA facilitando la migracién del complejo de iniciacién en direccién 5°a 3" en un
proceso conocido como scanning ribosomal, reemplazando asi la funcién de la helicasa
elF4A/eIF4B (34). Se ha postulado que esta funcion de la proteina N del SNV otorgaria
ventajas al virus durante su ciclo replicativo al incrementar de manera selectiva el inicio

de la traduccion de los mRNA virales sobre los mRNA celulares (34).

La protefna N es €l principal antigeno viral responsable de gatillar la respuesta inmune
temprana contra el patégeno (37), asi también se ha descrito que la proteinaI:I €s capaz
de modular la respuesta inmune innata (38). La proteina N es capaz de bloquear la
induccién de NFxB (Nuclear Factor Kappa B) mediada por la via TNF-o (factor de
necrosis tumoral) y es capaz de interactuar con la protefna importina-o, impidiendo asf Ia
translocacién de NFxB al niicleo (39, 40). Ademas, la proteina N es capaz de inhibir la

fosforilacién de STAT-1 impidiendo asi la formacién del complejo ISFG-3, bloqueando

la activacion de los genes activados por IFN (ISRE) (38).

En algunos miembros de la familia Bunyaviridae el mRNA del segmento S presenta un
marco de lectura alternativo (+1) que codifica para una protefna no estructural del
segmento S denominada de forma genérica proteina NSs. Al inicio de este trabajo de
investigacion, para el género Hantavirus la expresion de la proteina NSs habia sido s6lo
caracterizada en los Hantavirus Puumala (PUUV) y Tula (TULV) (41, 42). Estudios de

la protefna NSs de diversos miembros de la familia Bunyaviridae, la describen como una
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proteina de tamarfio variable, que presenta desde 50 a 95 residuos aminoacidicos (42,
43), La localizacién subcelular de la proteina NSs también varfa en diferentes virus
desde una distribucién perinuclear, a la formacién de estructuras filamentosas en el
nicleo (43, 44). Basados exclusivamente en alineamiento de secuencias, se habia
predicho que el mRNA de ANDV podria codificar para la proteina no estructural del
segmento S, NSs (17, 45). Un alineamiento de secuencias nucleotidicas entre el
mensajero del segmento S de TULV que expresa la proteina NSs, y el mensajero del
segmento S de ANDV (Figura 2) (Tesis doctoral Jorge Vera-Otérola) (113) muestra que
las regiones 5'no traducidas (5'UTR) de ambos mRNA poseen caracteristicas similares.
Al igual que TULV, la regién 5"UTR de ANDV posee una longitud de 42 nucleétido y
presenta un codén de inicio putativo para un ORF fuera del marco de lectura con
respecto al AUG N. En el caso de TULV es este titimo codon de inicio de la proteina
NSs. La distancia entre el AUG N y el AUG putativo de NSs-ANDV es de 76
nucledtidos, distancia conservada en TULV (Tesis Doctoral, Jorge Vera) (113). Al
realizar un alineamiento de secuencia aminoacidica entre la proteina NSs de TULV y la
proteina NSs putativa de ANDV, se puede observar una identidad de 40% y una
similitud de 51% (46). Ademds, en la tesis doctoral de Jorge Vera, se estableci6 que el
codén de inicio putativo de NSs-ANDV es funcional al ser reconocido por la maquinaria
de traduccion del hospedero.. Como resumen de esta tesis se establecié un modelo

esquemadtico del mRNA del segmento S del virus Andes se presenta en la figura 3.
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Figura 3. Modelo esquematico del mRNA del segmento S del virus Andes. EIl SmRNA
posee una estructura 5°cap, una region 5°UTR, 1 ORF codificantes para proteina N con
su respectivo AUG N y un posible ORF de la proteina NSs con su AUG NSs. En el
extremo 3 posee una region 3"UTR trunca con respecto al cRNA.

Dependiendo del virus en estudio, la proteina NSs es capaz de contribuir en la
patogénesis viral mediante diversos mecanismos como son la induccién de la apoptosis a
través de la interaccion con los inhibidores de la apoptosis (IAPs) (47), inhibicién de la
traduccion celular por la union directa a la subunidad 40S ribosomal, inhibiendo el
reconocimiento de los codones de inicio durante el proceso de scanning (48). La
proteina NSs también participa en la inhibicion de la respuesta a interferén del tipo I (49,
50). En los miembros del género Hantavirus que expresan la proteina NSs, PUUV y
TULYV, se ha descrito que ésta proteina es capaz de antagonizar la respuesta inmune

innata del hospedero, especificamente la respuesta mediada por [FN-I (42, 51).
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1.4 Ciclo Replicativo

1.4.1 Entrada viral

El ciclo replicativo de Hantavirus se inicia con la interaccion de las glicoproteinas con
receptores celulares (Figura 4). Se ha sugerido que los receptores utilizados por estos
virus son algunos miembros de la familia B-3-integrina, especificamente e B, integrinas
para los hantavirus patogénicos y aiibBI integrinas para los hantavirus no patogénicos
(52-54). Se ha propuesto ademds que el subcomponente Clq (gC1gR)/p32, Decay-
accelerating-factor (DAF)/CD55, actuaria como un co-factor durante la entrada del
virus (55, 56). Posterior a la interaccién con el receptor, el mecanismo utilizado para la
entrada varia dependiendo del patdgeno. Por ejemplo, los virus La Crosse (LACV) y
ANDV ingresan a la célula mediante endocitosis mediada por receptores dependientes
de clatrina, mientras que la entrada del virus Ukunami (UUKYV) independiente de
clatrina (Figura 4) (27). Otro factor importante, es la dependencia asociada al colesterol
de la membrana plasmética (57). Los hantavirus inician el proceso de fusidén de
membrana de manera dependiente del pH y se ha determinado que para HTNV es pH
6,3 y para ANDV es pH 5,8 (27, 58). Dentro de los compartimientos endosomales, la
acidificacién del medio, induce el proceso de fiision entre las membranas de la envoltura
de la particula viral con la membrana del endosoma, ocurriendo asi el denudamiento y

liberacion de los 3 complejos ribonucleoprotéico al citoplasma (3) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo replicativo. Se divide en 7 etapas: (1) Adsorcion a través de la
interaccion entre los receptores de la superficie celular y las glicoproteinas del virus; (2)
Entrada por endocitosis mediado por receptores dependiente o no de clatrina (3)
Disociacion de los receptores; (4) Fusion de las membranas y liberacion de los
complejos ribonucleicos; (5) El vRNA es utilizado como templado por la proteina L para
del cRNA y el mRNA.; (6) Ensamblaje de todos los componentes virales en el aparato
de Golgi o en la membrana plasmatica; (7) Liberacion de las particulas virales. Figura
extraida de (27).
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1.4.2 Replicacién y transcripcion

En el citoplasma celular la proteina L utiliza el VRNA como templado para la sintesis de
dos poblaciones de RNA de polaridad positiva, el cRNA y el mRNA. Para la sintesis del
mRNA, la polimerasa viral mediante su actividad endonucleasa, corla y secuestra
oligonucleétidos con estructura 5°cap desde mRNA celulares, proceso denominado “cap
snatching” para luego utilizarlos como partidores en el inicio de la transcripcién desde el
vRNA (19). Se ha descrito que el cap snatching ocurre asociado a los cuerpos P, proceso
en el que también participa la proteina viral N (20). Asi, durante la transcripcién
primaria, el vRNA se utiliza como molde para la sintesis de los mRNA virales que
poseen estructura 5°cap. El extremo 3" no traducido (UTR) del mRNA viral es, sin
embargo, trunco con respecto al cRNA (22). Ademds los mRNA generados desde los
segmentos S y L no poseen una cola poly-(A)(61, 62). Una vez culminada la
transeripcién primaria, la polimerasa viral inicia el proceso que se denomina
transcripcién secundaria o replicacién que corresponde a la sintesis del cRNA utilizando
como templado el VRNA y una molécula de GTP como partidor (63).A diferencia de la
transcripci6n primaria, que da origen a los mRNA virales, la transcripcién secundaria da
origen a un cRNA que carece de estructura 5'cap y es complementario en toda su
extensién con respecto a su molde (vRNA) (59) (Figura 5). El mecanismo molecular por
el cual la proteina L viral es capaz de sintetizar dos poblaciones de RNA diferentes,

mRNA y cRNA, a partir de un mismo molde, aiin no ha sido dilucidado. El cRNA sirve
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luego como templado para la sintesis de nuevas copias de VRNA el que se encapsida

junto a las proteinas N y L en las particulas virales sintetizadas de novo (Figura 5).

3
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[ vRNA
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Figura 5. Replicacion y transcripcion viral. El vVRNA es utilizado como templado por la
polimerasa viral para la sintesis de mRNA los cuales son truncos en la region 3"UTR
(transcripcion primaria). A partir de los mRNA se sintetizan las proteinas virales. El
vRNA también es utilizado para la sintesis de cRNA, el que a su vez se utiliza como
templado para la generacion de VRNA (replicacion o transcripcion secundaria). Las
proteinas virales y los VRNA son utilizados para el proceso de encapsidacion y
ensamblaje de particulas virales.
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1.4.3 Sintesis de proteina, ensamblaje y salida viral

La sintesis de las proteinas virales a partir del mRNA ocurre en diferentes
compartimentos intracelulares. La traduccién del mRNA correspondientes a los
segmentos L y S ocurre en el citoplasma en un proceso asociado a ribosomas libres,
mientras que la traduccién del mRNA del segmento M se realiza en el reticulo
endoplasmitico rugoso (RER). En eucariontes, el inicio de la traduccidn candnico o
cap-dependiente, requiere de la estructura 5°cap del mRNA que es reconocida por el
complejo eIF4F (34) (ver seccion 1.3). Se ha reportado que la proteina N participa en el
proceso de inicio de la traduccién de los mRNAs virales reemplazando al complejo
elF4F (ver seccion 1.3). La proteina N reconoce € interactiia con la estructura 5°cap del
mRNA vy luego interactia con la subunidad 40S ribosomal facilitando su reclutamiento
al extremo 5°cap del mRNA. Luego la proteina N actia como helicasa facilitando asi el

proceso de inicio de la traduccién (60).

El ensamblaje de los componentes virales y salida de la particula viral ocurre
generalmente en sitios especificos, en su mayorfa en microdominios en la membrana
plasmatica o en compartimientos internos de la célula (56, 61). Para ciertos hantavirus el
ensamblaje se realiza asociado al aparato de Golgi (25) mientras que para otros como
ANDYV y SNV se ha sugerido que el ensamblaje y salida ocurre asociado a la membrana

plasmética (58) (Figura 4).
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1.3 Sistema inmune innato

El sistema inmune es el encargado de la defensa del organismo frente a los agentes
patdgenos. Existen dos tipos de respuesta inmune: innata y adaptativa (62). La respuesta
inmune innata es la primera linea de defensa contra un patégeno, es poco especifica y
reconoce componentes estructurales de los agentes infecciosos (63), logrando asi
eliminarlos o bien limitar su propagacion. La respuesta inmune innata depende de
barreras fisicas naturales (epitelios, mucosa y enzimas), células fagociticas (neutrofilos y
macréfagos), células natural killer (NK) y moléculas solubles como mediadores
inflamatorios, citoquinas y moléculas del sistema del complemento. La respuesta
inmune adalstativa es considerada una segunda linea de proteccién que se establece
después de haber tenido contacto con el antigeno inductor (62). A diferencia de la
respuesta inmune innata, la respuesta es especifica y se gatilla protegiendo al hospedero
principalmente en el marco de una segunda infeccidn. La respuesta inmune adaptativa
incluye una respuesta que es mediada por los linfocitos T (respuesta celular) y otra que

depende de los linfocitos B (respuesta humoral).

El reconocimiento de los agentes exdgenos a nivel celular se logra gracias a receptores
de reconocimiento de patrones, PRR (Pattern Recognition Receptor) los cuales
reconocen los patrones moleculares asociados a patégenos, PAMP (pathogen-associated

molecular patterns). Entre las moléculas reconocidas por PRRs, estan las variantes de
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4cidos nucleicos que normalmente se encuentran asociados a los virus. Durante el ciclo
viral, los productos como proteinas virales y/o genoma viral son reconocidos por el
sistema inmune innato, lo que lleva a una interaccion PAMP-PRR, desencadenando el

inicio de la respuesta inmune innata.

Durante la infeccién viral, los sensores celulares que reconocen los virus o sus

componentes como agentes exogenos incluyen varios tipos de PRR:
1. Superficiales: TLR (Toll-like receptor) TLR-2, TLR-4. (64-66)
2. Endosomales: TLR-3, TLR-7, TLR-8, TLR-9 (64-66).

3. Citoplasmdticos: ejemplos RIG-I (Retinoica Acid-inducible Gene-I) o MDA-5

(Melanoma Diferentiation-Associated gene 5) (66, 67).

Para desencadenar esta respuesta inmune durante la infeccién viral son necesarios dos
eventos: la deteccién de los PAMPs virales por los distintos PRR y la activacion de la
cascada de sefializacién de proteinas que regulan la sintesis de los interferones

(IFNs)(63, 66). (Figura 6).

Los interferones alfa/beta (IFNo/p) pertenecen a la familia de interferén de tipo I (JFN-I)
(63). La expresién de IFN-I depende de la activacion de factores transcripcionales que se
encuentran inactivos en el citoplasma tales como IRF-3 (Interferon regulatory factor 3)

y NFxB (Nuclear Factor Kappa B) (68) (Figura 6). Pero ademas se requieren varios
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elementos reguladores para inducir la activacién de INF-I en respuesta una infeccién
viral. En el promotor de INF-B, se encuentra un elemento “enhancer” que contiene 4
dominios reguladores positivos del tipo PRDI a PRDIV (positive regulatory domains),
que funcionan en conjunto para activar la expresion de IFN-B. Los factores de
transcripcion que interactiian con estos dominios son: NFxB que se asocia a PRDII, IRF-
3 que se une a PRDIII y PRDI, y el factor de trascripcion ATF-2/c-Jun (Activating
Transcription Factor) que interactita con PRDIV (69). IRF-3 se expresa en el citoplasima
y durante la infeccion viral es activado por forforilacion. La quinasa TBK-1 (TANK—
binding kinase-1) fosforila IRF-3 en su extremo C-terminal, induciendo asi su
homodimerizacién y posterior translocacion al nécleo. En el niicleo, el homodimero de
IRF-3 forma un complejo con el co-activador transcripcional p300/CBP, NFxB y Jun
que se unen al promotor del gen de IFN-B, iniciando asi la transcripcion del mRNA de

IFN- B (69, 70)(Figura 6).

En células no infectadas, el factor de transcripcién NFxB que estd compuesto por las
subunidades p50/p65, se encuentra secuestrado en el citoplasma por una familia de
inhibidores denominados IxBs (Inhibidores de «B). Las proteinas IkB enmascaran la
secuencia de localizacién nuclear (NLS) de las proteinas de NF«B y las mantienen en un
estado inactivado en el citoplasma (71). Durante la infeccién viral, la activacion de
NF«B se inicia con la degradacion de las proteinas IxB. Esto ocurre principalmente por
la activacién de la IxB quinasa (IKK). La IKK estd formada por un heterodimero de 2

subunidades cataliticas de IKK-u, IKK-B y una subunidad reguladora IKK-; (71). IKK
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fosforila dos residuos de serina localizados en un dominio de IxB. Una vez fosforiladas,
el inhibidor IxB se ubiquitina para ser después degradado por el protcosoma. Este

proceso permite la translocacion al niicleo de NF«B (71).

IFNw/B son inducidos durante la infeccion viral, estimulando un conjunto de genes que
codifican para proteinas con actividad antiviral (66). La sefial inicial es amplificada por
la via de sefalizacion JAK/STAT (Janus Kinase/ Signal transducer and activator of
transcription) que es mediada por los receptores de reconocimiento de IFN (JFNAR)
tipo I y II. Estos receptores se activan por interaccién con los IFNe/ formando un
complejo receptor—ligando. Las JAK fosforilan a los receptores y también a las proteinas
STAT. De esta manera, STAT1 y STAT2 pierden su afinidad por el receptor y forman
un complejo con IRF-9, denominado ISFG-3 (IFN-stimulated gene factor 3). ISFG-3 es
un factor de transcripcién que transloca al micleo asocidndose a sus secuencias blanco en
los promotores, denominados elementos de respuesta estimulados por IFN, ISRE (IFN
stimulated response element) que se encuentran en los genes regulados por IFNo/B. Los
genes que son inducidos durante la respuesta antiviral son PKR (RNA dependent Protein
Kinase), OAS (2°-5oligoadenylate synthetae), MXA (proteina Mx), 1SG15, los que

participan en la inhibicion de la replicacion y propagaci6n viral (72-74) (Figura 6).
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1.5.1 Modulacién del sistema inmune innato por Hantavirus

Los hantavirus han desarrollado diversos mecanismos de inhibicién de la respuesta
inmune innata. Entre los mecanismos se incluyen el bloqueo directo de la induccién y la
inhibicion de la via de sefializacién del interferén (74, 75). La modulacién negativa de
estas vias por parte de algunos virus es findamental para su replicacién. Es asi como
diversos virus expresan proteinas que bloquean a los efectores como IRF-3 o NF«B,
claves en la respuesta inmune innata (74, 76). Las estrategias de los Hantavirus para
evadir el sistema inmune innato implican varias proteinas virales, incluyendo las
glicoproteinas, la proteina N y la proteina NSs (Figura 7). Se ha demostrado que la
regién citoplasmatica de la glicoproteina Gn del hantavirus NY-1V es capaz de inhibir la
regulacién mediada por TBK-1 y RIG-1 por interaccion con TRAF-3 (fumor necrosis
factor receptor-associated factor 3). TRAF-3 recluta a las quinasas TBK-1/IKKe que
activa a NF«B y fosforilan a IRF-3 (77). Se ha observado que durante la infeccién con
ANDV y PHV disminuye la fosforilacion de STAT-1 y STAT-2, impidiendo su
translocacion al nacleo (38). Ademds, la proteina GPC del virus ANDV es capaz de
inhibir la fosforilacién de STAT-1, evitando su posterior translocacion al niicleo (38).
Igualmente, la proteina N de ANDV es capaz de inhibir la translocacién de STAT-1
(75). Estos antecedentes muestran que las proteinas virales pueden antagonizar la via de
sefializacion JAK/STAT. Ademds, se demostré que la proteina N del SNV interacttia
con la proteina importina-o. impidiendo la translocacion de NF«xB activado (39). La

expresion de la protetna NSs de los virus
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Figura 7. Estrategias de los Hantavirus para evadir la respuesta a [FN-1.

La region citoplasmatica de la Gn del virus NY-1V puede inhibir la activacion de IRF-3
y supuestamente NFxB a través de la fosforilacion TBK-1. La proteina N de HTNV
bloquea la respuesta de NFxB al interactuar con proteinas importina-o inhibiendo la
translocacion nuclear de NFxB. Por altimo, la proteina NSs de TULV y PUUV inhibe la
induccion de IFN-B y la activacion de IRF-3 y NF-kB (76). Figura extraida de May y
Bouloy, 2011.
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TULV y PUUV muestran que son capaces de inhibir la induccién de IFN-B (Figura 7),

ademas de inhibir la activacién de los promotores de IRF-3 y NFxB (78, 79).

De acuerdo a los antecedentes mencionados, en este trabajo de tesis se evalud si el
SmRNA de ANDV codifica para una proteina no estructural NSs del virus ANDV. Una
vez establecida la expresion de la proteina NSs-ANDV en el contexto de una infeccidn
viral se decidi6 estudiar la posible funcién de ésta. Basado en los que se ha descrito para
1a proteinas virales NSs de otros miembros del género Hantavirus, las cuales son capaces
de inhibir la activacion de IFN-I, en éste trabajo se postul6 a la proteina NSs-ANDV

como un posible modulador de la respuesta inmune innata.
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Hipotesis

El SmRNA de ANDV codifica para la proteina NSs, la cual se expresa en el contexto de

una infeccién viral, actuando como un antagonista en la via de activacién de IFN-L

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la expresion de la proteina NSs-ANDV y determinar su posible funcién como
modulador del sistema inmune innato celular
Objetivo especificos

L. Evaluar la expresion de la proteina NSs-ANDV en el contexto de una

infeccitn viral.

. Establecer si la proteina NSs-ANDV modula Ia via de induccién de IFN-L

24




2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biol6gico

La linea celular VeroE6 (ATCC® CRL-1586™, proveniente de rifion de mono verde
africano Cercopithecus aethiops), fue mantenida en Medio Dulbecco’s Eagle
modificado (DMEM) (Hyclone) suplementade con 10% de suero fetal bovino (SFB)
(Hyclone), 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) (Gibco BRL) y 1% Fungizona (Gibco

BRL) y mantenidas en estufa de incubaciéon a 37°C en una atmosfera con 5% de CO;,

Para las infecciones en células VeroE6 se utilizé el aislado viral CHI-7913 (4) del
Hantavirus Andes (ANDV). Las infecciones con ANDV se realizaron en un laboratorio
de bioseguridad nivel 3 (BSL-3, Centro de Investigaciones Médicas, Escuela de

Medicina, PUC).

Para la infeccién in vive se utiliz6 como modelo animal al Hamster Sirio Dorado
(Mesocricetus auratus). Se utilizaron machos de dos a cuatro semanas de edad con peso
entre 100 a 180 g. Todos los animales fueron obtenidos desde el bioterio de ANLIS
(Administracién nacional de laboratorios e institutos de Salud, Departamento de

Virologia, B. Aires, Argentina) "Dr. C. G. Malbran", en colaboracién con ia Dra. Paula

Padula. Para las infecciones realizadas en Hamster Sirio Dorado se utilizd el hantavirus




Andes/ARG, aislado de pulmén de un ratén de cola larga Oligoryzomys longicaudatus

(5).

2.2 Obtencion de los stocks virales

Células VeroE6 fueron crecidas en monocapa en botellas planas de 75 cm? de superficie
en medio DMEM suplementado con 10% SFB, 1% (P/S) y 1% fungizona, mantenidas
en estufa de cultivo a 5% de CO, a 37°C, fueron infectadas con 500 RL del stock ANDV
(CHI-7913) correspondientes a un MOI de 0.5. La adsorcion del virus se realizé por 1 hr
30 min en agitacion constante. Posteriormente, el medio fue eliminado y se agrego 10
mL de DMEM al 2% de SFB. A los 14 dias post infeccin (d.p.i) el sobrenadante fue
recolectado y centrifugado a 1600 revoluciones por minuto (r.p.m) durante 5 min. El
sobrenadante obtenido fue alicuotado en fracciones de 500 uL y conservado a -80°C

hasta su posterior titulacién por el ensayo de Unidades Formadoras de Focos (UFF).

2.3 Titulacion viral

El niimero de particulas infecciosas de ANDV se determiné mediante un ensayo de
Unidades Formadoras de Focos (UFF). Para esto, células VeroE6 fueron sembradas
sobre placas de 12 pocillos y mantenidas hasta una confluencia de 90%. A partir del

stock viral descrito anteriormente, se prepararon diluciones seriadas 1/10 hasta la
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dilucién final 1/10°, Posteriormente, 200 pL de cada dilucién se depositd sobre células
VeroES, previa eliminacion del medio de cultivo. Luego se dej6 adsorber las particulas
virales por 1 hr 30 min en la estufa a una atmosfera de 5% de CO3 a 37°C en agitacién.
Pasado el tiempo de adsorcién del virus se eliminé el medio. Posteriormente se agregd
ImL de medio DMEM suplementado con 2% SFB, 1% penicilina/estreptomicina y 2,4%
metilcelnlosa (MD512-1006, Sigma). Luego de 7 dias, el medio se eliming y se lavaron
las células 3 veces con PBS 1X. Para fijar las células se agreg6 1 mL de metanol frio (-
20°C) 0,5% de H;0, y se incubd a temperatura ambiente por 30 min. La solucién de

fijacion se eliming y las células se lavaron 3 veces con PBS 1X.

La visualizacién de las UFF se realizé mediante la técnica de inmunoperoxidasa. Cada
pocillo fue incubado con 200 pL de anticuerpo primario policlonal anti-N-ANDV
(dilucion 1:1000) por 1 hr a 37°C. Pasado el tiempo de incubacién se lavé 3veces con
PBS 1X por 5 min. Luego, 200 pL del anticuerpo secundario anti-conejo conjugados a la
enzima peroxidasa de rabanito (HRP) (dilucion 1:1000) fue agregado a cada pocillo y se
incubd por 1 hr a 37°C. Pasado el tiempo de incubacién se lavé con PBS 1X 3 veces por
5 min. Posteriormente se agregé 200 pL del substrato DAB (diaminobenzidine) 1X,
diluido en tampén substrato peroxidasa (Thermo scientific) y se incub6 a temperatura
ambiente por 30 min en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacién se lavé con agua
destilada y se procedié a contar los focos bajo el microscopio Gptico. El célculo del

titulo viral se realizé en base al mimero de focos de Ia diltima dilucién,
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2.4 Infecciéon de células VeroE6 con ANDV

Se sembraron 2 x 10° de células VeroE6 en placas de 3 mm sobre cubre objetos
redondos de 1,5 cm de didmetro. Se utilizd un MOI de 0,5 de la cepa CHI-9713 para la
infeccién de las células VeroE6, previa aspiracion del medio de cultivo, Luego se incubd
por 1 hr 30 min en una estufa a una atmosfera de 5% de CO, a 37°C en agitacion. Pasado
el tiempo de adsorcién del virus se eliminé el medio y se reemplazé por DMEM
complementado con 2% SFB. Luego, a los distintos tiempos requeridos post infeccién,
se eliminé medio de cultivo y se lavé las células con PBS 1X. Las infecciones con
ANDV se realizaron en un laboratorio de bioseguridad nivel 3 (BSL-3) (Centro de

Investigaciones Médicas, Escuela de Medicina, PUQ).

2.5 Infeccién de Hamster Sirio Dorado con ANDV

Los animales Hamster Sirio Dorado se anestesiaron con la droga ketamina (3 mg/100g
de peso corporal) con una inyeccién intramuscular, para luego ser infectados con 2x10°
(PFUYmL de ANDV, cepa Andes/ARG (5) obtenidos de los sobrenadantes de células
VeroE6 infectadas. Los animales controles fueron inoculados con sobrenadantes de
células VeroE6 no infectadas. Después de la infeccién, los animales fireron colocados en

una jaula dentro de un medio ambiente aséptico con presién negativa de aire (A130SN-
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Flufrance) en una instalacién para animales de uso exclusivo para estos experimentos.
(Administracion nacional de laboratorios e institutos de Salud, Departamento de
Virologfa, B. Aires, Argentina). EI desarrollo de Ia enfermedad se evalué por falta de
movimiento, inapetencia y disnea. A los 8 d.p.i, los animales fireron sacrificados y el
tejido pulmonar se fij6 por inmersién en liquido de Bouin (4cido picrico 33%,
formaldehido 30% y 4cido acético glacial) durante 2-3 dfas. A continuacion, las
muestras de tejido se deshidrataron con alcohol y fueron embebidos en parafina. Las
muestras se¢ seccionaron en serie (4-6 pm de espesor) y se utilizaron para tincién por

inmunohistoquimica (IHQ),

2.6 Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anticuerpo monoclonal anti-actina (69100,
MP, Biomedicals), anticuerpo monoclonal anti-HA (H 9658, Sigma-Aldrich), anticuerpo
monoclonal anti-poliHistidina (anti-His) (H1029, Sigma-Aldrich), anticuerpo policlonal
anti-poliHistidina (anti-His) (CAPPEL 59257; MP Biomedicals), anticuerpo monoclonal
anti-NSs-ANDV (NS2-5E7/D9) (Dra. Nicole Tischler), anticuerpo monocional anti-
NSs-ANDV (NS2-2B11/C2) (Dra. Nicole Tischler), anticuerpo monoclonal Anti-N-
ANDV (Dra. Nicole Tischler) (80-82), anticuerpo policlonal anti-N (4), anticuerpo
policlonal anti-IRF-3 (sc-9082, Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo policlonal anti-

P65 (sc-109, Santa Cruz Biotechnology).
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Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anticuerpo anti-ratén hecho en cabra
conjugado con Alexa Fluor® 488 (A11001, Life technologies™), anticuerpo anti-raton
hecho en cabra conjugado con Alexa Fluor® 555 (A21422, Life technologies™),
anticuerpo anti-conejo hecho en cabra conjugado con Alexa Fluor® 555 (A21429, Life
technologies™), anticuerpo anti-ratén hecho en cabra conjugado a Isotiocianato de
tluoresceina (FITC) (172-1806; KPL Inc.), anticuerpo anti-mouse conjugado a la enzima

peroxidasa de rabanito (HRP) (074-1806; KPI, Inc).

2.7 Plasmidos

Los plasmidos utilizados durante el desarrollo de esta tesis fiueron: pN-ANDV que
codifica para la proteina N de ANDV, pNSs-ANDV que codifica para la proteina no
estructural del segmento S (NSs) de ANDV(83) ambas proteinas estdn fiisionados al tag
de Histidina. Como control de una protefna irrelevante para este estudio se utilizé
PUNR-His (Upstream of N-ras) (Tesis doctoral Maria Inés Barria) y como plasmido de
relleno se utilizé psP64 (Promega), pEGFP-C1-hIRF3 que codifica para el factor de
regulacion de interferon (IRF3) fusionada a la proteina fluorescente verde (GFP, green
Jusion protein) (84) y el plasmido pNSI-Influenza que codifica para la protefna no
estructural 1 (NS1) del virus Influenza (85) donados por el Dr. Adolfo Garcia-Sastre,
Mount Sinai School of Medicine, NY, USA. El plésmido pVEOZ-VP335, que codifica

para la proteina VP35 del virus Ebola-Zaire (84) fue donado por el Dr. Yoshihiro
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Kawaoka, University of Wisconsin-Madison, Madison, USA. Para realizar el ensayo de
activacién del promotor INF-B, se utilizé un plasmido con dicha region promotora rio
arriba del gen reportero luciferasa de Luciérnaga (FLuc) denominado pl125-Luc (85),
donado por el Dr. Garcia-Sastre. Para realizar el ensayo con el promotor NFxB, se
utiliz6 un plasmido pIgK-Luc que presenta dicha region promotora comandando la
expresién del gen reportero luciferasa de Luciernaga (86), donado por Dr. Zheng Xing

(Veterinary and Biomedical Sciences, University of Minnesota, Minnesota).

2.8 Inmunofluorescencia

Células VeroLE6 fueron sembradas sobre cubre objetos redondos y luego transfectadas
con los pldsmidos pN-ANDV, pNSs-ANDV, pUNR-His, PEGFP-IRF3 o infectadas con
ANDV cepa CHI-7913. Las muestras fueron fijadas con paraformadehido 4% (Merck)
en PBS 1X por 15 min. Luego las células se bloquearon y permeabilizaron con una
solucién PBS 1X con 1% de BSA y 0,3% Tritén X-100 por 30 min a temperatura
ambiente en una cdmara himeda. La expresion de las proteinas fue detectada por la
técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) usando los anticuerpos correspondientes
diluidos en PBS 1X 1% BSA. Posteriormente, se incubé con los anticuerpos primarios:
anticuerpo monoclonal anti-NSs N§2-5E7/D9 de ANDV a la dilucién 1:200 por 16 hrs,
anticuerpo monoclonal anti-N de ANDV a la dilucién 1:200 por 16 hrs, anticuerpo

policlonal anti-N de ANDV a la dilucién 1:800 por 2 hrs, anticuerpo policlonal anti-
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IRF-3 a la dilucién 1:200 por 2 hrs, anticuerpo policlonal anti-p65 diluido 1:200 por 2
hrs, anticuetpo monocional anti-His a la dilucién 1:200 por 2 hrs, anticuerpo policlonal
anti-His a Ia dilucién 1:200 por 2 hrs. Todos los anticuerpos fueron diluidos en BSA al
1% en PBS 1X. Pasado el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario, se lavo 3
veces por 5 min con PBS 1X més Tween-20 al 0.01 %. Como anticuerpos secundarios se
utilizaron los anticuerpos anti-ratén hechos en cabra conjugado con Alexa Fluor® 488
(color verde), el anticuerpo anti-ratén hecho en cabra conjugado con Alexa Fluor® 555
(color rojo) y el anticuerpo anti-conejo hecho en cabra conjugado con Alexa Fluor® 555
(color Rojo), todos diluidos 1:200 en 1% de BSA en PBS 1X e incubados por 2 hrs en
una cdmara hitmeda. Para las inmunofluorescencias dobles, se incubaron los distintos
anticuerpos hechos en ratén mas los anticuerpos hechos en conejo, y se utilizaron los
anticuerpos secundarios correspondicntes. Los nicleos celulares fueron tefiidos con 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) diluido 1:1500 en PBS 1X por 7 min. Pasado el
tiempo de incubacién se realizé 3 lavados de 5 min con PBS 1X més Tween-20 al 0.01
%. Los cubreobjetos redondos fueron montadas con medio de montaje de fluorescencia

(DAKO) sobre los porta objetos.

Las muestras fueron observadas y analizadas en los microscopios: Olympus con un
objetivo de 40X, acoplada a la cdmara fotografica MicroPublisher 3.3 RTV IEEE 1394
y las imédgenes fueron visualizadas con el programa QCapture Pro 6. Las imagenes de

microscopia confocal fueron obtenidas utilizando el microscopio Nikon Eclipse, C2si, se
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utilizé el objetivo Apo VC 60x, AN1.4. Las imagenes se visualizaron con el programa

Nis Elements AR 4.0.

2.9 Western blot

Se sembraron 2 x 10° células VeroE6 en placas de 30 mm vy transfectadas con el
plésmido pNSs-ANDV o pN-ANDV. Pasado las 48 hrs post transfeccion (h.p.t), las
células fueron lisadas con 50 pL de tampén RIPA 1X (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 % NP-40, 1 % 4cido desoxicolato de Sodio,
2,5 mM pirofosfato de sodio, ] mM B- Glicerofosfato, 1 mM NasVOs, 1 pg/mL
leupectina) por 15 min a 4°C. Los homogenizados se recolectaron y se centrifugaron a
14.000 r.p.m por 20 min a 4°C. El sobrenadante fue rescatado y la concentracién de
proteinas totales se cuantificé mediante el ensayo de Bradford usando el reactivo “Bio-
Rad Protein Assay” (Bio-Rad) segiin instrucciones del fabricante. Estos extractos se

utilizaron para realizar la deteccién de las proteinas por la técnica de Wester biot.

De los lisados obtenidos de los ensayos de luciferasa se utilizé 1,5 pl, para cuantificar la
concentracion total de proteinas por espectrofotometria (Nanodrop 1000, Thermo
Scientific). Se utilizaron 20 pg de proteina total, utilizando un tampén de carga 2X (4¢g

SDS, 20 mL glicerol, 25 mL Ttis CI/SDS, pH 6,8, 2 mL M 2-mercaptoetanol; 1 mg Azul
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de bromofenol, 100 mL H,O) y fueron resueltos en un gel de tricina-SDS-poliacrilamida
denaturante al 15%, utilizando con tamp6n Tris-Tricina (Tamp6n cétodo: 0,1 M Tris,
0,1 M tricina y 0,1 % SDS; Tampén Anodo: 0,02 M Tris-HCI pH 8,9) a 100V constante
y transferidos a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) en tampén de
transferencia (0,25 M Tris-HCI pH 8,3, 192 mM Glicina, 10 % SDS y 20 % metanol)
por 1 hr a 100V constante. Posteriormente las membranas se incubaron por 1 hr en
solucién de bloqueo (PBS 1X al 0.05% de Tween 20 con 5% de leche en poivo
descremada Svelty, Nestlé). A continuacion las membranas se incubaron con el
anticuerpo correspondiente diluido en PBS 1X al 0,01% de Tween 20, el anticuerpo anti-
NSs (NS2-2B11/C2) fue diluido 1:200 e incubado por 16 hrs, el anticuerpo anti-actina
fue diluido 1:5000 incubado por 2 hrs, el anticuerpo anti-HA fue diluido 1:10000
incubado por 2 hrs, el anticuerpo anti-polihistidina monoclonal diluido 1:3000 incubado
por 2 hrs. Como anticuerpo secundario se utilizé anti-mouse conjugado a la enzima
peroxidasa de rabanito (HRP) a una dilucién de 1:10000 por 1 hr (074-1806; KPL Inc).
La reaccion enzimética se visualiz6 por quimioluminiscencia utilizando el kit
SuperSignal® West Femto sensitivity substrate (Thermo Scientific). La membrana se
expuso sobre los films autoradiogréfico (Fuji) y se revel con los reactivos fotograficos

correspondientes (058K073, 0377K0753, Kodak).
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2.10 Inmunohistoquimica

Para la inmunohistoquimica, se utilizé el método de la inmunoperoxidasa descrita por
Sternberger et al. (87). Cortes de tejido de pulmén de Hamster Sirio Dorado fueron
montados sobre porta objetos, y a continuacién se desparafinaron e hidrataron en
envases de coplin con Xilol Iy Xilol II por 10 min cada uno. A continuacién la muestra
fue tratada con Etanol absoluto, etanol 95%, etanol 80% y etanol 70% por 5 min cada
uno. Luego los cortes fueron hidratados con agua destilada. Con el fin de inactivar la
peroxidasa endégena, las muestras se trataron con 3% de H;O durante 15 min y luego
se lavd con agua destilada durante 5 min. Para el desenmascaramiento de los epitopos se
utilizd una solucién de 4cido citrico 10 mM pH 6.0 la cual fue incubada con el corte de
tejido en un horno microonda a potencia media 3 veces por 4 min. Posteriormente, los
cortes fueron incubados con los anticuerpos primarios Anti-N ANDV diluido 1:2000 o
anti-NSs ANDV diluido 1:200. Cada anticuerpo fue diluido en tampdn Tris, pH 7.8, que
contiene 0,7% de carragenina de tipo lambda, soluble en frio, no gelificante (Sigma),
0,5% de Triton X-100 (Sigma). La incubacidn se realiz6 en una cdmara himeda durante
16 hrs a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras fueron lavadas 3 veces por 5
min con PBS 1X con Tris-HCI pH 8,5 y luego se utiliz6 el método de la biotina-
estreptavidina-peroxidasa utilizando el kit DAKO (DAKO LSAB + System-HRP,
K0679 Kit). El anticuerpo secundario conjugado con biotina se detecté con
estreptavidina-HRP (DAKO LSAB + System-HRP) y se visualizé mediante el uso del

reactivo DAB. La tincién nuclear fue realizada utilizando por método
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hematoxilina/eosina por 1 min. Posteriormente los cortes fieron deshidratados en
envases de coplin que contenian etanol 70%, etanol 80%, etanol 95%, y etanol absoluto
por un minuto por cada uno. Luego se utilizé Xilol fenicado, Xilol I y Xilol II cada uno
por 5 min. Para el montaje de los cortes se utilizd Balsamo de Canadé, resina liquida que

se utiliza para la conservacion de la muestra.

Como control de la especificidad de la técnica, se utilizé el tejido de pulmdn de Hamster
Sirio infectado pero se omitié el anticuerpo primario. Los controles negativos se
realizaron a partir de pulmones de hdmster sirio no infectados. Las muestras se
observaron en un microscopio Zeiss Axoskope Al (Carl Zeiss, Gottingen, Alemania)
acoplado a una cémara de video digital Nikon DXM1200. (Colaboracion con la Dra.

Carola Otth, Instituto de Microbiologia Clinica, U. Austral de Chile).

2.11 Induccién con poly(1:C)

Para los experimentos de translocacién de la proteina p65, células VeroE6 sembradas en
placas de 12 pocillos fueron transfectadas con 2 pg de poly (I: C) (TLR-pic, InvivoGen,
San Diego, CA). Pasado 6 h.p.t, las células se fijaron y se utilizaron para la deteccion de
los diversos anticuerpos por la técnica de inmunofluorescencia (ver seccidn 2.8). Para
los experimentos de translocacion de la protefna IRF-3 se afiadi6é directamente poly (1:C)
en el medio de cultivo a una concentracién final de 20 pg/mL. Para la activacion del

promotor INF-B se afiadié directamente poly (I:C) en el medio de cultivo a una
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concentracién final de 20 pg/mL. Para la activacion del promotor de NFxB se afiadié
directamente poly (I:C) en el medio de cuitivo a ura concentracién final de 50 pg/ul,

(88).

2.12 Ensayo de activacién de los promotores de INF-f§ y NFkB

Se contaron 9,6 x 10° células VeroES6, las cuales fueron transfectadas en suspensién con
2,4 pg del plasmido pINF-B-Luc o pIgK-Luc usando lipofectamina 2000 (Invitrogen),
siguiendo las instrucciones del fabricante, luego fueron sembradas en placas de 12
pocillos. Pasado 4 h.p.t se cambi6 el medio de cultivo y se transfect6 con los plasmidos
pNS1-Influenza, pVP35-VEOZ y pNSs-ANDYV a las concentraciones 0,25. 0,5 y 1,0 pg
por pocillo. El plasmido psP64 fue utilizado como pldsmido de relleno de manera de
asegurar que todos los pocillos fueron transfectados con igual cantidad de DNA. 24 h.p.t
las células fueron tratadas con poly(I:C) por 24 hrs. Pasado este tiempo las células
fireron lisadas con 50 pL de tamp6n de lisis pasiva 1X (Promega). 20ul de lisado fueron
utilizados para medir la actividad luciferasa de Luciérnaga utilizando 15pL tampén de
luciferasa I (LARI) (Promega) siendo medida su luminiscencia en un luminémetro
(Sirius Berthold Lumat 9507, Berthold Detection Systems GmbH, Piorzheim,

Alemania).
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2.13 Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular en presencia de las proteinas virales se determiné utilizando el kit
comercial 96® Aqueous One Solution (G3580, Promega). Para esto, células VeroE6
fueron transfectadas en suspension con 0,25 o 1,0 pg/pL del pldsmido que codifica para
la proteina NS1 de Influenza, la proteina VP35 del Ebola Zaire o de la proteina NSs-
ANDV. 24 h.p.t segtin se describe en la seccion 2.12 y luego se sembrd 10.000 células
por pocillos, en una placa de 96 pocillos. 22 h.p.t se agreg6 20l del reactivo CellTiter
96® AQueous One Solution por pocillo y la reaccion fue incubada por 2 hrs en estufa de
cultivo a 37°C con una atmosfera con 5% de CO,, Cumplido el plazo de incubacién, se
midi6 la absorbancia a 490 nm de longitud de onda en un lector de microplacas
(biochrom EZ read 400). La viabilidad de las células en ausencia de las proteinas virales

se fijé como 100%.

2.14 Deteccion de RNA de ANDYV mediante RT-PCR

Para la extraccion y andlisis de RNA viral desde células VeroE6 infectadas a las 2, 6, 12,
24, y 48 h.p.i. se extrajo el RNA utilizando el kit High Pure viral nucleic acid (Roche

Molecular Biochemicals) siguiendo el protocolo del fabricante. Los RNAs se

resuspendieron en 20 pL con agua libre de nucleasas y posteriormente 3 pL de RNA




fueron utilizados para las reacciones de RT-PCR utilizando el kit SuperScript III One-
Step RT-PCR con Platinum Taq (Invitrogen). Las secuencias de los partidores utilizados
para amplificar la regién codificante del segmento S de ANDV son: 5 '"ACA CGA ACA
ACA GCT CGT GAC '3 para el partidor sentido, y 5'AGG CTC AAG CCC TGT TGG
ATC '3 para el partidor anti-sentido. Como control positivo se utilizé RNA extraido
desde sobrenadante de células VeroE6 infectadas, y como control negativo se utilizé
RNA extraido de células no infectadas. Los ciclos térmicos para la reaccién de RT-PCR
fiteron de 50°C durante 30 min y 95 °C durante 10 min seguido de 35 ciclos a 95°C
durante 30 seg, 60°C durante 30 s y 72 °C durante 30 seg, con una exiensi6n final de
72°C durante 10 min. Los amplicones fueron analizados mediante la técnica de

electroforesis en geles de agarosa al 2% para confirmar el tamafio del producto de PCR.
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3. RESULTADOS

3.1 Expresion de la proteina NSs-ANDV en el contexto de una infeccién viral ex
vivo

3.1.1 Deteccion de las proteinas N y NSs-ANDV por las técnicas de
Western blot € inmunofluorescencia indirecta (IFL).

Con el fin de estudiar la proteina NSs-putativa de ANDV se procedié primero a
desarrollar y validar las herramientas experimentales necesarias. En este contexto se
desarrollaron anticuerpos monoclonales especificos contra el extremo C-terminal de la
proteina NSs-ANDV cepa CHI-7913 (colaboracién con la Dra. Nicole Tischler). En
paralelo se desarrollé un sistema de expresion para la proteina NSs-putativa
recombinante con un tag de GST (NSs-GST), con un “tag” de histidina (pNSs-ANDV).
Los anticuerpos fueron scleccionados por su capacidad de reconocer la proteina
recombinante NSs-GST en estado nativo o denaturado en un ensayo de inmunoblot
(SIA) (Descrito en la tesis doctoral, Jorge Vera-Otérola) (113). Los anticuerpos
seleccionados fireron denominados: NS2-2B11/C2, el cual reconoce la proteina NSs-
GST recombinante en estado denaturado y NS2-5E7/D9 capaz de reconocer la proteina

NSs-GST recombinante en estado nativo (83).
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especifico anti-NSs. Como control adicional células VeroE6 se transfectaron con el
plésmido pN-ANDV. La proteina fue detectada utilizando los anticuerpos anti-His y el

anticuerpo monoclonal especifico para la proteina N-ANDV (Figura 9A y Figura 9B).

Posteriormente, se evalué la expresion de la proteina recombinate NSs-ANDV mediante
IF, utilizando el anticuerpo anti-NSs-ANDV (NS2-5E7/D9). Para ello se transfect6 el
pldsmido pNSs-ANDV en células VeroE6 sembradas sobre cubre objetos. Como
experimento control, células VeroE6 fueron transfectadas con el plasmido pN-ANDV
(Figura 8A). Las células transfectadas fueron fijadas y la expresion de Ia proteina N de
ANDV fue evaluada usando el anticuerpo policlonal anti-His y el anticuerpo monoclonal
especifico para proteina N descrito por Tischler y cols (89). Como se observa en la
figura 10, paneles A y B, ambos anticuerpos, anti-His y anti N-ANDV, detectan la
proteina N de ANDV, no asf el anticuerpo NS2-5E7/D9 desarrollado para detectar de

manera especifica la proteina NSs-ANDV.
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(#) () PpN-ANDV pN-ANDV
Anti-N
(-) pNSs-ANDV (#) (-) pNSs-ANDV

Anti-His Ab NS2-2B11/C2

Figura 9. Expresion transiente de las proteinas NSs-ANDV y N-ANDV detectadas por
Western blot. Los plasmidos pN-ANDV y pNSs-ANDV fueron transfectados en la linea
celular VeroE6. A las 48 hrs post transfeccion se extrajo las proteinas totales. La
expresion de las proteinas recombinantes se detectd por la técnica de Western blotting
utilizando los anticuerpos monoclonales anti-His (A) y (C), para detectar de forma
especifica las proteinas se utilizé el anticuerpo anti-NSs monoclonal NS2-2BII/C2 (B) y
el anticuerpo anti-N (D).
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Luego se procedi6 a transfectar el plasmido pNSs-ANDV en las células VeroE6 (Figura
8B) en las células VeroE6. Las células fueron fijadas y se procedi6 a la deteccion de la
proteina recombinate NSs ANDV usando el anticuerpo policlonal anti-His y el
anticuerpo monoclonal anti-NSs NS2-5E7/D9 (Figura 10 A,B). La proteina
recombinante His-NSs de ANDV fue detectada con el anticuerpo policlonal anti-His y el
anticuerpo monoclonal anti-NSs ANDV NS2-5E7/D9, pero no con el anticuerpo anti N
ANDV (Figura 10B). El andlisis de las imdgenes obtenidas al utilizar el anticuerpo
policlonal anti-His y el anticuerpo monoclonal anti-NSs NS2-5E7/D9 muestra que
ambos colocalizan (Figura 10B, merge). Esta observacidon sugiere que ambos
anticuerpos reconocen a la proteina NSs-ANDV. La imagen muestra ademés que la
protefna NSs-ANDV presenta una distribucion granular citoplasmética (Figura 10B).
Esta localizacion difiere de aquella exhibida por la proteina N-ANDV, la cual presenta
una distribucién citoplasmatica. Esta ultima observacién estd en acuerdo a lo descrito

previamente en la literatura para la proteina N-ANDV (81).
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Figura 10. Expresion transiente de las proteinas N-ANDV y NSs-ANDV, detectadas por
inmunofluorescencia. Proteina N-ANDV (A) o proteina NSs-ANDV (B), las muestras
fueron fijadas y la expresion de las proteinas detectada por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) usando un anticuerpo policlonal anti-His, un
anticuerpo monoclonal anti-NSs NS2-5E7/D9 o anticuerpo anti-N de ANDV. Como
anticuerpos secundarios se utilizaron los anticuerpos hechos en cabra anti-raton
conjugado con FITC (color verde) y el anticuerpo hecho en cabra anti-conejo Alexa
Fluor 555 conjugado (color Rojo). Los niicleos celulares fueron marcados con DAPI
(color azul). El tamafio de las barras corresponde a 20 pum.
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Para validar los resultados obtenidos con el anticuerpo anti-NSs (Figura 10) y establecer
que el anticuerpo detecta la proteina NSs-ANDV y no el tag de Histidina (His) acoplado
a ella, se realiz6 una serie de transfecciones con los plasmidos pNSs-ANDYV, pN-
ANDV, y una proteina no relacionada, upstream of N-ras (UNR) acoplada al mismo tag
(His-UNR). Como se observa en la figura 11, se utilizaron los anticuerpos anti-Ilis y el
anticuerpo especifico para la proteina NSs NS2-5E7/D9. Como se observo en la Figura
10B, el anticuerpo NS2-5E7/D9 es especifico para la proteina NSs y no tiene reaccion
cruzada con la proteina His-N de ANDV (Figura 10A) ni con la proteina His-UNR
(Figura 11). Esto confirma que el anticuerpo anti-NSs no reconoce al tag de histidina

acoplado a la proteina.

3.2 Detecci6n ex vivo de la proteina NSs-ANDV durante Ia infeccién viral en

células VeroE6.

Habiendo desarrollado y validado las herramientas necesarias para detectar las protefnas
virales, se procedio a evaluar si la proteina NSs-ANDV se expresa en el contexto de una
infeccion viral. Para esto procedié a infectar la linea celular VeroE6 con el aislado de
ANDV CHI-7913 (4). Las infecciones con ANDV se realizaron en un laboratorio de
bioseguridad tipo 3 (BSL-3) (Centro de Investigaciones Médicas, Escuela de Medicina,
PUC) signiendo los protocolos de seguridad establecidos por la institucién. Como
control de infeccion se detect6 la proteina N de ANDV. Utilizando los anticuerpos

especificos anti-NSs-ANDV y anti-N-ANDV se procedi6 a evaluar la presencia de las
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proteinas virales por la técnica de inmunofluorescencia indirecta a las 6 , 12, 24 y 48
horas postinfeccion (h.p.i) (Figura 12A). Los resultados muestran que ambas proteinas
virales, N y NSs, son detectas a lo largo del ensayo, 6, 12, 24 y 48 h.p.i. Como se
observé en la expresion transiente de His-NSs (Figura 10B), en el contexto de una
infeccion la proteina NSs-ANDV también presenta una distribucién granular y
citoplasmatica (Figura 12A). Como control adicional de la infeccion de ANDV, se
procedié a evaluar la presencia del RNA-S. (RNA-S gendémico, SmRNA, y RNA
complementario) a las 2, 6, 12, 24, y 48 h.p.i. (Figura 12B). Para esto el RNA total fue
extraido desde las células infectadas como se explica en la seccién 2.14. Los resultados
muestran que el RNA-S comienza a ser detectado a partir de las 6 h.p.i. Esta observacion
confirma que en las células infectadas ANDV replica. En resumen los resultados
demuestran que la proteina NSs-ANDV es expresada durante la infeccién viral en
células VeroE6. Ademas se establece que la distribucién de la proteina NSs es similar a
lo que se ha descrito previamente para la proteina NSs del hantavirus TULV (41). Por

tanto se concluye que la proteina NSs se expresa en ¢l contexto de una infeccién viral,

47




wr 07
e apuodsaniod seireq se| ap ouewe} [ ‘(jnze I0[02) [JV(J U0D SOpedIBW UOIANJ SAIB[N[ID SOQ[ONU SO *(IPI2A 10[02)
D114 uod opedrewr asnow-nue odienanue 1od ‘¢q/LgS-7SN Iod 0pe1dalap Auawedyroadss any ANV dp SSN-SIH
eurdjoid e '(apioA 10]0d) [EUO[OOUOW SIH-nue sodiandnue soj uoleziun 2§ ‘erouadsaionjounwul Jod sepejoajop

£ INN-STHA £ ANV-Nd ‘AQNV-SSNd sopruisgid so| u0d sepejoajsuer uolanj 9goidA Sen[p) ‘I ednSiy

SSN huy

SIH huy

N-SIH dNN-SIH SSN-SIH 0N

48




Anti NSs Anti N Merge

24 h 12h 6h Control

48 h

B h.p.i
MW 2 6 12 24 a8 (+) ()
=L
500 bp -«
0bp — - e o - Tt
1 2 3 4 s & 1 8

Figura 12. Deteccion de la proteina NSs-ANDV en células VeroE6 infectadas. (A) Se
utilizé la cepa CHI-7913 y a las 6, 12, 24 y 48 h.p.i, las células fueron fijadas y la
presencia de la proteina NSs-ANDV fue evaluada por IFI usando un anticuerpo NS2-
SE7/D9 detectado por un anticuerpo secundario anti-raton acoplado a FITC (color
verde). En forma paralela se detecté la proteina N-ANDV usando un anticuerpo
policlonal detectado por un anticuerpo secundario anti-conejo Alexa 555 (color rojo).
Los nucleos celulares fueron marcados con DAPI (color azul). El tamafio de las barras
corresponde a 20 um. (B) Extraccion total de RNA desde células infectadas a distintos
h.p.i y usando una reaccion RT-PCR para amplificar especificamente el S-RNA viral. El
ensayo incluye un control positivo de células VeroE6 infectadas (stock viral, carril 7), un
control negativo el que corresponde a agua (carril, 8). MW corresponde al marcador de
peso molecular (carril 1).

49




3.3 Deteccion in vive de la proteina NSs-ANDV durante la infeccion viral en

Hamster Sirio Dorado.

Una limitante importante de los resultados anteriores es que muestran la expresién de la
proteina NSs-ANDV solo en el contexto de una infeccién en cultivo celular. Con el fin
de validar las conclusiones anteriores se procedit a evaluar si la proteina NSs-ANDV se
expresa en el contexto de una infeccion en roedores. En el afio 2001, Hooper y cols
establecieron que el animal Hamster Sirio Dorado (Mesocricetus auratus) podfa ser
utilizado como un modelo animal para el estudio de (90). El hdamster Sirio cuando es
inoculado con ANDV desarrolla una neumonia grave con edema pulmonar, que se
asemeja al HCPS desarrollando una enfermedad histopatologicamente similar a la del
humano (90, 91). Basados en estos antecedentes y en colaboracion con la Dra. Paula
Padula (Administracién nacional de laboratorios e institutos de Salud, Departamento de
Virologia, B. Aires, Argentina), se procedié a infectar Hamster Sirio con ANDV cepa
Andes/ARG aislado desde pulmén de ratén O. longicaudatus capturado en bosque
patagénico en Argentina (5, 91). Luego se realizaron cortes histolégicos de pulmon para
determinar la expresion de la proteina NSs-ANDV mediante la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ) (Colaboraciéon con la Dra. Carola Otth, Instituto de
Microbiologia Clinica, U. Austral de Chile). Basado en experiencias anteriores del grupo
de la Dra. Paula Padula (92) se procedié a evaluar la presencia de la proteina NSs-
ANDV en los cortes del tejido de pulmon del Hamster a los 8 d.p.i con el anticuerpo

especifico anti-NSs (NS2-5E7/D9) descrito anteriormente en la seccién 2.10. Como
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controles de infeccién se detectd la proteina N con un anticuerpo anti-N de ANDYV (81).
Como controles negativos se utilizé un tejido de pulmén de hamster no infectado y se
utiliz6 el anticuerpo anti-N (Figura 13A), el anticuerpo anti-NSs (Figura 13B). Como
tercer control se utilizé un tejido de pulmén de hamster infectado donde durante el
proceso de deteccion se omitié el anticuerpo primario, y se utilizé sélo el anticuerpo

secundario anti- ratén (Figura 13C).

Los resultados muestran que ambas proteinas virales son detectadas a las 8 d.p.i
utilizando anticuerpos para la proteina N (Figura 13 D) y para la proteina NSs-ANDV
(Figura 13 E). Esta observacién es de gran relevancia ya que demuestra por primera vez

la expresién de la proteina NSs-ANDV en el contexto de infeccién en un modelo in vivo.
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Figura 13. Deteccion de la proteina NSs-ANDV en tejido de pulmon de Hamster Sirio
Dorado. A los 8 d.p.i. se realizé la técnica inmunohistoquimica. A) Como control
negativo se utilizé tejido de pulmén de hamster no infectado detectado con el anticuerpo
anti-N. B) Control negativo en tejido de pulmén de hamster no infectado se utilizo el
anticuerpo anti-NSs. C) Como control de la técnica se utiliz6 un corte de tejido de
pulmon de hamster infectado pero se omitio el anticuerpo primario. D) Deteccion de la
proteina N de ANDV con un anticuerpo policlonal anti-N. E) Deteccion de la proteina
NSs-ANDV usando el anticuerpo NS2-5E7/D9. El tamafio de las barras corresponde a

40 pm.




3.4. La proteina NSs-ANDYV inhibe Ia activacién del promotor de IFN-p

IFN-B es una citoquina que es inducida durante Ja infeccién viral y que activa diversos
genes que codifican para protefnas con actividad antiviral (66). Durante la infeccién con
ANDV en células endoteliales de pulmén se detecté IFN-B, indicador de la activacion de
la via IFN-I (75). Levine y cols, observaron que las protefnas N y GPC de ANDV son
capaces de inhibir la activacién del promotor IFN-B, pero no en su totalidad (93). Como
primera aproximacién para determinar una posible funcién, de la proteina NSs-ANDV
como modulador de la via IFN-I, se evalué su efecto sobre el promotor de IFN-f. Para
ellose utilizoé un pldsmido que presenta la regién promotora IFN-B rio arriba del gen
reportero luciferasa de luciémaga (FLuc) (IFN-B-Luc) (94). Como control positive de
modulacién de la via IFN-I, se utilizaron las proteinas NS1 del virus Influenza y VP35
del virus Ebola Zaire, ambas decritas como capaces de inhibir la activacién del promotor
de IFN-B (86, 95, 96). A las 24 h.p.t, las células fueron estimuladas con el andlogo de
RNA de doble hebra, poly(I:C), una molécula conocida por inducir una respuesta
inmune antiviral especifica en las células y en diferentes modelos animales (97, 98). El
efecto de las proteinas virales sobre el promotor fue evaluado al determinar la actividad
luciferasa (Figura 14C). Los mismos extractos utilizados para determinar la actividad
FlLuc fueron utilizados en un ensayo de Western blot para determinar la expresion de la
proteinas virales (Figura 14A). Para la inmunodeteccién se utilizaron anticuerpos
especificoscontra los tag asociados a las proteinas NSs-ANDV, NS1 de Influenza y

VP35 de Ebola Zaire, como se describié en la seccion de Material y Método. Los
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resultados confirman la expresién de las proteinas virales (Figura 14A). En paralelo se
realiz6 un ensayo de viabilidad celular, demostrando, que la expresion de las proteinas
virales no altera la viabilidad de las células VeroE6 (Figura 14B). Luego se procedi6 a
determinar actividad Fluc, la cual se expresa como actividad luciferasa relativa (RLA),
con respecto a la actividad FLuc obtenida en presencia de poly(L:C), pero en ausencia de
las proteinas virales la cnal se fij6 como 100%. Como se esperaba en las células tratadas
con poly(I:C) y transfectadas con el plasmido vacio se observé una fuerte induccion del
promotor de IFN-B, pero esta induccién se bloqued al transfectar las células con los
plismidos que expresaron las proteinas virales NSI1, VP35, o NSs-ANDV, de una
manera concentracién dependiente (Figura 18C). Estos resultados sugieren que al igual
que NS1 y VP35 (84, 96), la proteina NSs-ANDYV inhibe la activaci6n del promotor de

IFN-B.
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Figura 14. La proteina NSs-ANDV inhibe Ia activaciéon del promotor IFN-f (A)
Células VeroE6 fueron transfectadas con el plasmido psP64 o con 0.25, 0.5 0 1.0 pg/pL.
de un plasmido de expresion para la proteinas NS1 de Influenza, VP35-Ebola Zaire, o
NSs-ANDV. La expresion de las diferentes proteinas se confirmo por WB. (B) Células
VeroE6 fueron transfectadas con 0.25 o 1.0 pg/pL. de un plasmido de expresion para la
proteinas NS1, VP35, o NSs. 24 h.p.t se determiné la viabilidad celular utilizando el
Ensayo de proliferacion celular, CellTiter 96® Aqueous One Solution (Promega). (C)
Esquema del plasmido pIFN-B-luc que contiene el promotor del IFN-§ seguido del gen
reportero de Iuciferasa de luciémaga (Firefly). Células VeroE6 fueron transfectadas en
suspension con el plasmido pIFN-B-luc, luego las mismas células fueron transfectadas
con 0.25, 0.5 o 1.0 pg/pL de un plasmido de expresion para la proteina NSs-ANDV.
Como control positivo se utilizaron las proteinas NS1 y VP35, A las 24 h.p.t el promotor
IFN-B fue inducido con poly(I:C), y a las 24 h. p.induccion se lisaron las células. Los
valores se expresan en % de RLA. Células VeroE6 fueron transfectadas en suspension
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3.5 La Infeccion con ANDYV en células Veroll6 no activa IRF-3

Spiropolou y col, observaron que durante la infeccién de células epiteliales de pulmén
con ANDV, IRF-3 no transloca al nicleo, sugiriendo que ANDV antagoniza la
activacién de IRF-3 (75). IRF-3 es parte de los primeros factores transcripcionales que
participan en la activacion de la expresién de IFN-I en respuesta a la infeccion por virus
(72, 99). Al activarse IRF-3 este desencadena una cascada de sefializacion que lleva

finalmente a la expresion de proteinas con actividad antiviral (72, 99).

Dado que la proteina NSs-ANDV inhibe la funcioén del promotor de IFN-f (Figura 14),
se procedio a evaluar si la activacion de IRF-3 es blanco para la NSs- ANDV. Se decidié
realizar los experimentos utilizando células VeroE6, descritas como células permisivas a
Ia infeccidn y replicacién de ANDV (4, 100). Estas células se caracterizan porque no
expresan IFN-I debido a la ausencia del locus de los genes que lo expresan (101). Sin
embargo, expresan todos los factores de transcripeion que se requieren para la induccion
de INF incluyendo los receptores para IFN-I. Se postuld que una ventaja asociada al uso
de Vero E6 se relaciona con la ausencia de una respuesta a INF-I ya que esto permitiria
observar solo los eventos temprano de activacion de la respuesta anmtiviral sin la
consecuente amplificacion de ella asociada a la expresion de los genes de respuesta a

IFN-IL.
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Con el fin confirmar que las células VeroE6 son realimente un modelo adecuado para
estudiar la activacion temprana de la respuesta inmune innata, estas se estimularon con
poly(I:C) (97, 98). En este experimento la activacién de IRF-3 se determiné por
inmunodeteccion usando un anticuerpo especifico para IRF-3 (Figura 15). La activacion
de la proteina IRF-3 se determiné por inmunofluorescencia observando su translocacién
desde el citoplasma al niicleo celular. Como se observa en el control de células VeroE6
sin poly(I:C), IRF-3 presentan una localizacién citoplasmitica (Figura 15). Sin
embargo, al tratar las células con poly(I:C) se observé que IRF-3 transloca al nicleo,
evento que confirma su activacion (figura 15). Este resultado muestra ademas que el
tratamiento con poly(I:C) activa las etapas tempranas la via de sefializacién de INF-I en

las células VeroES6 (Figura 15).

A continuacion se procedio a determinar la activacién de IRF-3 en VeroE6 durante una
infeccion con ANDV. Para ello células VeroE6 fueron infectadas como se ha descrito
previamente (81). El seguimiento de la activacion de IRF-3 se realizé visualizando su
translocacién al ntcleo. La replicacion de ANDV en las células infectadas se evalud
detectando las proteinas virales N y NSs usando anticuerpos especificos (seccién 3.2.).
Los resultados mostraron que IRF-3 (Figura 16A y 16B) no translocan al niicleo durante
la infecciéon con ANDYV. Estos resultados que recapitulan hallazgos reportados por otros
autores (75), y sugieren que durante su replicacion ANDV podria antagonizar la
activacion de IRF-3. Con el fin de evaluar esta posibilidad células VeroE6 infectadas

con ANDV fueron tratadas con poly(I:C). Los resultados mostraron que el tratamiento
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con poly(I:C) es capaz de activar IRF-3 en. células infectadas con ANDV (Figura 16).
Esta observacion sugiere que durante la primeras etapas de la infeccion, ANDV es

incapaz de antagonizar IRF-3 por activacion con poly(I:C).

Anti-IRF3 DAPI Merge

(-)

Poly (I1:C)

Figura 15. Deteccion de IRF-3 en células VeroE6. Células VeroE6 fueron tratadas con
poly(I:C) o no fueron tratadas (-). Se detecté la activacion de IRF-3 utilizando un
anticuerpo policlonal especificos descritos en materiales y métodos en la seccion 2.6,
seguido por un anticuerpo secundario Alexa Fluor® 555 (color rojo, columna de la
izquierda). Los nucleos celulares se marcaron con DAPI (color azul, columna central).
El merge de las imagenes se puede ver en la columna de la derecha. La barra de tamafio
corresponde a 20 um.
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Figura 16. La infeccion con ANDV no activa IRF-3. Células VeroE6 fueron infectadas
con la cepa CHI-7913 de ANDV. A las 24 h.p.i las células fueron tratadas con 20 pg/ml
de poly (1:C) (ANDV poly (I:C) por 2 h. Las proteinas N-ANDV (A ) o NSs-ANDV (B)
se detectaron utilizando anticuerpos monoclonales especificos y anticuerpos secundarios
Alexa fluor® 488 (color verde, columna izquierda). IRF-3 fue detectado usando
anticuerpos policlonal descrito en materiales y métodos, seguido por el anticuerpo
secundario Alexa fluor® 555 (color rojo, columna central de la izquierda). El merge se
puede ver en la columna de la derecha. Los nucleos celulares se marcaron con DAPI
(color azul, columna central). La barra de tamaifio corresponde a 20 pm.

ANDV
Poly(l1:C)
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3.6 La infeccién de ANDYV en células VeroE6 no antagoniza la activacién de

IRF-3

Estudios muestran que al infectar células de carcinoma de pulmén humano (células
A549) o células de carcinoma hepatocelular humanas que expresan TLR3 (células
Huh7-TLR3) con ANDV células de, no hay activacién de ISG56 y MxA, siendo ambas
vias dependientes de IRF-3 (102, 103). En la figura 16A y 16B se observa que al infectar
células VeroE6, IRF-3 no se activa. Sin embargo, se ha descrito que en células Vero hay
baja respuesta antiviral producto de la baja expresion de IRF-3. Por tanto, es posible que
la falta de respuesta de IRF-3 observada en células Vero E6 infectadas con ANDV se
deba a una baja expresién del IRF3 en dichas células. Considerando esta posibilidad el
plasmido de expresion IRF3-GFP se transfect6 en células VeroE6. La proteina IRF-3-
GFP se ha utilizado ampliamente para caracterizar la via de sefializacion de IRF-3 (86,
98, 99, 104). De acuerdo a lo previamente descrito, se observa que la proteina IRF-3-
GFP se localiza en citoplasma celular (Figura 17A, panel superior). Como se espera al
tratar las células con poly(l:C) la proteina IRF-3-GFP relocaliza al micleo celular
(Figura 17A, panel inferior). Esta observacién confirma la capacidad de la proteina IRF-
3-GFP de ser activada con el dsRNA sintético (poly(I:C)). Posteriormente, se procedi6 a
infectar las células VeroE6 que expresan la proteina de fusion IRF-3-GFP con ANDV.
En este ensayo la replicacién del virus se confirmo6 por la deteccion de la proteina N-
ANDV. En acuerdo con los resultados presentados en la figura 17, la infeccion con

ANDYV no induce translocacién IRF-3-GFP hacia el nicleo (Figura 17B, panel superior).
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Con el fin de validar esta observacion trat las células IRF-3-GFP infectadas con ANDV
con poly(I:C). Los resultados muestran que en células infectadas IRF-3-GFP transloca al
niicleo en respuesta al tratamiento con poly(I:C) (Fig. 17B, panel inferior). Por lo tanto,
se concluye que durante su infeccion, ANDV no induce la activacién de IRF-3-GFP. Los
resultados también sugieren que en células VeroE6 ANDV no antagoniza la activacion
de IRF-3-GFP mediada por poly(I:C). Asi mismo, estos resultados sugieren que ANDV
no es reconocido por los factores que activan la via de IRF-3. El mecanismo por el cual
ANDYV evade el reconocimiento por los factores que activan la via de IRF-3 no fue

abordado en este trabajo de investigacion.
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Figura 17. Durante la infeccion con ANDV no se inhibe la translocacion de IRF-3. Las
células VeroE6 fueron transfectadas con el plasmido que expresa IRF-3 acoplado a GFP.
A las 22 hrs post-infeccion (h.p.i.), las células fueron inducidas con 20 pg/mL de
poly(I1:C) por 2 hrs, luego fueron fijadas y se realizd inmunofluorescencia, utilizando el
anticuerpo anti-N (color rojo, columna del medio), IRF-3 GFP (color verde, columna de
la izquierda). Los nucleos celulares fueron marcados con DAPI (color azul). La columna
de la derecha muestra el “merge”. El tamaifio de las barras corresponde a 20 um.
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3.7 La Infeccién con ANDYV en células VeroE6 antagoniza la activacion de NFkB.

NFxB al igual que IRF-3, participa en la activacién de la expresiéon de IFN-I en
respuesta a la infeccién por virus. (68, 72, 74, 105). Para determinar si la inhibicién del
promotor de JFN-B se asocia a la modulacién de NFxB, nos centramos en su activacién
en células VeroE6durante la infecciéon con ANDV. Como primer paso se procedié a
establecer si NFkB se activa en células VeroE6, tratadas con poly(I:C) (97). La
activacién de ia proteina NFxB se determind por inmunofluorescencia, utilizando un
anticuerpo especifico para la subunidad p65, observando su translocacion desde el
citoplasma al ntcleo celular. Como se observa en los controles, NFxB (Figura 18, panel
superior) presentan una localizacion citoplasmética y que al activar las c€lulas con
poly(I:C) se observé que NFxB (Figura 18, panel inferior) transloca al micleo. Estos
resultados confirman que poly(I:C) es capaz de activar &sta via de sefializacion en las

células VeroES6.
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Anti-p65 DAPI Merge

1
S’

Figura 18. Deteccion y activacion de NFkB en células VeroE6. Células VeroE6 fueron
tratadas con poly(I:C) o no fueron tratadas (-). Se detectd la activacion de NFkB
utilizando un anticuerpo Anti-p65 policlonal especificos descritos en materiales y
métodos en la secciéon 2.6, seguido por un anticuerpo secundario Alexa Fluor® 555
(color rojo, columna de la izquierda). Los nicleos celulares se marcaron con DAPI
(color azul, columna central). El merge de las imagenes se puede ver en la columna de la
derecha. La barra de tamafio corresponde a 20 pm.
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Se procedid luego a determinar si en las células VeroE6 NF«B se activa como respuesta
a la infeccion con ANDV. El estado de activacién de NF«B se evalud visualizando la
translocacion de la proteina al niicleo. La replicacién de ANDV se confirmé detectando
las proteinas virales N y NSs usando anticuerpos especificos (seccién 3.2.). Los
resultados mostraron que NFxB (Figura 15A y 15B, panel superior) no translocan al
nicleo durante la infeccion con ANDV. Estos resuitados sugieren que durante su
replicacién ANDV podria antagonizar la activacién NF«B. Con el fin de evaluar esta
posibilidad células VeroE6 infectadas con ANDV fueron tratadas con poly(I:C). Los
resultados mostraron que en células infectadas con ANDV el tratamiento con poly(I:C)
es incapaz de inducir la translocacion de NFxB (Figura 19A y 19B, paneles inferiores).
Esta observacién sugiere que la activacién de NFxB por poly (I:C) es antagonizada en

células VeroE6 infectadas con ANDV.
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Figura 19. La infeccion con ANDV antagoniza la activacion de NFkB. Células VeroE6
fueron infectadas con la cepa CHI-7913 de ANDV. A las 24 h.p.i las células fueron
tratadas con 50 pg/mL de poly (I:C) (ANDV poly (I:C) por 2 h. Las proteinas N-ANDV
(A) o NSs-ANDV (B) se detectaron utilizando anticuerpos monoclonales especificos y
anticuerpos secundarios Alexa fluor® 488 (color verde, columna izquierda). p65 fueron
detectados usando anticuerpos policlonales descrito en materiales y métodos, seguido
por el anticuerpo secundario Alexa fluor® 555 (color rojo, columna central de la
izquierda). El merge se puede ver en la columna de la derecha. Los nicleos celulares se
marcaron con DAPI (color azul, columna central). La barra de tamaiio corresponde a 20
pum.
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3.8 La proteina NSs-ANDV antagoniza Ia acfivacion de NFxB.

Diversos trabajos han documentado que las glicoproteinas Gn/Ge y la protefna N de
algunos hantavirus son capaces de antagonizar la respuesta inmune innata de la célula
huésped (38, 75). Por tanto, en el contexto de una infeccién con ANDV es complejo
establecer cual proteina o proteinas virales son las responsables de la inhibicién de
NF«B. (29, 38, 75, 77, 106, 107). Por ello, se procedit a determinar si la proteina NSs-
ANDV es capaz de inhibir la activacion de NFxB mediada por poly(I:C) en un contexto
libre de virus. Para esto, células VeroE6 fueron transfectadas con el plasmido pNSs-
ANDV que expresa la proteina viral NSs-ANDV. Luego de la transfeccion, las células
fireron tratadas o no con poly(l:C). En estos ensayos, NFxB se detectd con un anticuerpo
especifico para la subunidad p65. Los resultados muestran que la expresién de la
proteina NSs-ANDV no induce translocacién de NF«xB al niicleo (Figura 20, panel
superior). Al tratar las células con poly(I:C) se observa translocacién de NF«B al nticleo
solo en aquellas células que no expresan la proteina NSs-ANDV (Figura 20, panel

inferior). Estos resultados sugieren que la proteina NSs-ANDV por si sola es capaz de

antagonizar la activacion de NF«B inducida por poly(1:C).
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3.9 La proteina NSs-ANDYV inhibe Ia activacién del promotor de NFxB

NF«B se encuentra en el citoplasma en una forma inactiva asociado a su inhibidor IkB
(71). Cuando se activa NFxB, este transloca al niicleo donde interactiia con los sitios de
reconocimiento del DNA para activar la transcripcién de diversos genes (93). Si la
proteina NSs-ANDV bloquea la translocacion de NFkB al niicleo, entonces se puede
anticipar que al ser estimulados con poly(I:C), la expresion de los genes regulados por la
NF«B también se verfan alterados en la presencia de la proteina NSs-ANDV. Con el fin
de evaluar esta posibilidad, se procedi6 a evaluar el impacto de la proteina NSs-ANDV
en la regulacion del promotor de NFxB, el que es dependiente de la proteina NF«B.
Para ello se utilizé un plasmido pIgK-Luc, que codifica un gen reportero FLuc bajo el
control de un promotor dependiente de la unién a NFxB (86). Los experimentos se
llevaron a cabo en presencia o ausencia de la proteina NSs-ANDV y a diferentes
concentraciones del pldsmido. Como control positivo de modulacién de la via IFN-I, se
utilizd la proteina NS1 del virus Influenza (85). En estos ensayos la actividad FLuc se
expresa en RLA, siendo la actividad FLuc obtenida en presencia de poly(I:C) pero en
ausencia de proteinas virales fijadas en 100%. Como se esperaba, se observé una fuerte
induccién del promotor de NFxB en las células tratadas con poly(I:C} y transfectadas
con el pldsmido control, pero esta induccién disminuyé en presencia de las proteinas
virales NS1 o NSs-ANDV(Figura 21). Como se ha descrito previamente (86), la
proteina NS1-Influenza antagoniza la activacién del promotor dependiente de NFxB
(Figura 21). Por tanto se concluye que al igual que la proteina NS1 de Influenza la

proteina NSs-ANDV antagoniza la activacion del promotor dependiente de NFkB.
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4. DISCUSION

En varios hantavirus se ha sefialado que el SmRNA codifica para una segunda proteina
no estructural, NSs (46, 79, 108). Hasta la fecha de inicio de este trabajo de tesis, solo la
proteina NSs de los hantavirus TULV y PUUYV habian sido descritas (43, 78). En este
trabajo de tesis (83), se establece que ANDV también expresa una proteina NSs. Debido
a la carencia de anticuerpos comerciales para detectar la proteina putativa NSs-ANDV,
el trabajo de tesis se inicié con el desarrollo y caracterizacién de anticuerpos especificos
para la proteina NSs putativa de ANDV. El desarrollo de esta herramienta de trabajo
como asi también de los vectores de expresion para Ia proteina NSs putativa de ANDV,
posibilité evaluar la expresion de la proteina NSs-ANDV. La expresién de la proteina
NSs-ANDV se demostro en el contexto de una infeccién en células VeroE6 y en el
contexto de una infeccion experimental en Hamster Sirio Dorado. Como se observa en la
figura 12, la proteina NSs-ANDV se expresa en c€lulas VeroE6 infectadas y el patron de
expresion citoplasmatica de la proteina en células es similar a la descrita para la proteina
NSs del hantavirus TULV (41). Mediante la técnica de THQ se detecto la proteina NSs-
ANDV en un corte histolégico de pulmén de Hamster Sirio infectado con ANDV
(Figura 13). Esta observacién establece que la proteina NSs-ANDV se expresa en el
contexto de una infeccién en un modelo animal y puede ser detectada mediante los

anticuerpos desarrollados para este trabajo de tesis.
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Una vez que es establecida la expresion de la proteina NSs-ANDV (83), se decidio
evaluar su posible su funcién. Al realizar un alineamiento nucleotidico entre el SmRNA
de TULV y ANDV, se observa una identidad de 81%, lo que indica un parecido entre
ambas secuencias, sin embargo, al realizar una comparacion de la secuencia
aminoacidica de las proteinas NSs de TULV y ANDV, se observa una identidad de 40%,
lo que hace a ambas proteinas diferentes. La proteina NSs-TULV ha sido descrita como
capaz de inhibir la induccién de IFN-B y la activacién de los promotores de IRF-3 y
NF«B (45, 79). En el sistema inmune innato, el interferon es parte de los primeros
mecanismos de defensa contra las infecciones virales (63). ‘rSe ha demostrado que
muchos virus han desarrollado estrategias para antagonizar la respuesta a IFN-I (76,
109) y ANDV no es la excepcion. Estudios anteriores han establecido que las proteinas
estructurales de ANDV son capaces de antagonizar la respuesta a IFN (75, 77, 106,
107). La activacién de IFN-I es mediada por el reconocimiento de los PAMPs virales
por parte de los PRRs celulares. Este reconocimiento PAMPs/PRRs gatilla la respuesta
inmune innata activando diversas vias que inducen la respuesta de IFN y la expresién de
los genes estimulados por IFN (ISGs) estableciendo un estado antiviral en la célula. Uno
de los resultados inesperados de este trabajo muestra que ANDV es capaz de evadir el
reconocimiento de los PRRs. La infeccién de ANDV no induce la activacion de la via
IRF-3 (Figura 16). Como control se utilizé el RNA de doble hebra sintético poly(I:C)
que es capaz de activar la via IRF-3. Como se observa en la figura 15, en presencia de
poly(I:C) IRF-3 transloca al nticleo lo que indica su activacion. Este control es de gran
importancia porque las células VeroE6 son deficiente en la produccion de IFN, por no

tener el locus que lo codifica (101), pero como se establece en la figura 15 son capaces

72




de inducir las vias de activacién de IFN intactas en presencia de poly(I:C). Por lo
anterior, se considerd que Vero E6 seria un buen sistema para estudiar las etapas
tempranas de la modulacion del sistema inmune innato. Los resultados obtenidos
confirman lo previamente observado por otros grupos que indican que la infeccién con
ANDYV no activa IRF-3 en diversas lineas celulares y cultivos primarios que presentan
un sistema IFN intacto (38, 75, 91). Sin embargo, en los trabajos previos se concluyo
que ANDV antagonizaba la activacion de IRF-3. A pesar de proponer este mecanismo
ninguno de los trabajos evalué de manera directa este fenémeno. Al activar las células
infectadas con poly(I:C) se observé que IRF-3 transloca al nicleo afin en presencia del
virus, lo que sugiere que ANDV es capaz de evadir el reconocimiento de los PRRs, pero
no es capaz de antagonizar la activacién de IRF-3. La capacidad de evadir IRF-3 no es
una caracteristica unica de ANDV, de hecho se ha descrito que el hantavirus SNV
tampoco activa IRF-3 (110). El mecanismo mediante el cual ANDV evade la activacion
de IRF-3 no fue abordada en este trabajo de Tesis. Otra de las vias importantes que
participa en la activacién del sistema inmune innato es aquella asociado al factor de
trascripcién NFxB. Al evaluar la activacién de NF«kB en células infectadas con ANDV,
se observo que ésta no es activada. Sin embargo y a diferencia de lo observado con IRF-
3, nuestros resultados muestran que en el caso de NFxB, ANDV antagoniza su

activacién mediada por poly(I:C).

ANDV no solo es capaz de evadir el reconocimiento por parte del sistema inmune innato

celular durante el inicio de la infeccién viral, sino que también ha desarrollado
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estrategias para antagonizar la induccién de la expresion de IFN. La capacidad de
antagonizar el sistema de defensa innato celular no es un atributo restringido a ANDV o
a los hantavirus. Por ejemplo, el virus Sendai (SENV) actita sobre MDA-5 inhibiendo la
activacion de IRF-3 y NF«B (111). El virus Ebola Zaire codifica la proteina VP35 que
impide la activacion de IRF-3 por union al RNA doble hebra, impidiendo el
reconocimiento de RIG-I (84, 95, 112). La proteina no estructural, NS1 del virus
Influenza A, es capaz de inhibir por varios mecanismos la activacion de IFN (86, 104).
La expresién de la proteina NS1 en el citoplasma antagoniza inhibiendo PKR y RIG-1.
En el niicleo celular NS1 inhibe el procesamiento de mRNA, impidiendo la expresion de
genes celulares (96). Diversos estudios han mostrado que la proteina N-ANDV, asi
como las glicoprotefnas Gn/Ge de ANDYV por si solas o en accién combinada son
capaces de antagonizar la expresion INF-B (38, 75, 107). No obstante, los datos sugieren
que la expresién de las proteinas virales N-ANDV y Gn/Ge-ANDV solo o en
combinacién no explica completamente la reduccion de INF-p observada en el contexto

de células infectadas (38).

La expresién de las proteinas NSs-TULV y NSs-PUUV en células, inhibe la actividad
del promotor de IFN-B, NFxB e IRF-3 (45). En el caso de TULV, se ha establecido que
la expresion de la proteina NSs incrementa la supervivencia del virus en células que son
deficientes a IFN (79). Basados en estos antecedentes resulté de interés evaluar si la
protefna NSs-ANDV podria antagonizar la respuesta inmune innata celular. Un informe

reciente, indica que la proteina N-ANDYV tiene Ia capacidad de bloquear las respuestas
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de RIG-I/MDAS durante las primeras etapas de la infeccion (106). En este estudio se
sobre expresa solo la proteina N-ANDV, ya que en el plasmido utilizado, se muto el
codén de inicio de la proteina NSs (106). Este mismo trabajo se observa que al activar
NFxB con el factor de necrosis tumoral (TNF)—u, este puede translocar al nicleo atin en
presencia de la proteina N-ANDV (106). Por lo tanto, la proteina N-ANDV, por si sola
no es suficiente para bloquear todas las posibles vias de activacién de NFxB. De acuerdo
a estos resultados, fue razonable proponer que la proteina NSs-ANDV podria
complementar a la proteina N- ANDV en el bloqueo de la activacion de NFxB durante la
replicacién viral. El factor de transcripcién NFxB es componente del “enhanceosome”
que es activado en etapas tempranas durante la infeccién por virus (68). La expresion de
la proteina NSs-ANDV en etapas tempranas podrfa antagonizar la activacién de NF«B,
ya que en nuestro estudio la proteina NSs-ANDV se detecta en etapas tempranas, 6 h.p.i
(Fig. 12). Nuestros resultados confirman el rol de la proteina NSs-ANDV como un
antagonista de la induccion de la via de sefializacién mediada por poly(I:C).Se muestra
que en presencia de NSs-ANDV NF«B se mantiene en el citoplasma de la célula, incluso
cuando en la presencia de poly (I: C) (Fig. 19). Sugiriendo que durante etapas tempranas
de la infeccidén viral se activan estrategias virales para suprimir la respuesta inmune

innata.

En resumen, en este estudio se establece que la proteina NSs-ANDYV se expresa durante
la replicacion viral tanto en células infectadas y en los animales infectados

experimentalmente. Ademas, se establece que la proteina NSs-ANDV podria actuar
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como un antagonista de la respuesta celular innata inhibiendo la actividad de los
promotores de IFN-B y NF«B. Finalmente los resultados de este trabajo de Tesis
sugieren que la proteina NSs-ANDV podria ser capaz de inhibir la activacién de NFxB

inducida por el reconocimiento de dsRNA.
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5. CONLUSIONES

La proteina NSs-ANDV se expresa en el contexto de una infeccion viral.

La proteina NSs inhibe la actividad de los promotores de IFN-B y NF«B.

La inhibicién del promotor IFN- no es mediada por el factor de transcripcion

IRF-3.

La proteina NSs antagoniza la activacion de NFxB,
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